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Addendum 


Literature 


Introduction 


On the invitation of the Academic Council I delivered three lectures on 
problems of transport in plants at the University of London on 17th, 19th 
and 21st January 1955. These lectures have been printed here in practi- 
cally unaltered form with only a few additions. I have thought fit to take 
this opportunity to summarize the investigations made in my laboratory. 
Though much interest has been shown for the transport problem the last 
few years, this concerns nearly exclusively the transport over very short 
distances, such as the permeation of substances into the cell and the trans- 
port through membranes. To the intracellular transport over longer dis- 
tances but little attention has been paid as yet. This may mainly be due 
to the experimental difficulties attending this research. 

A fruitful way of approaching this problem is investigating the trans- 
port processes in objects presenting possibilities owing to their structure or 
function. In this connection we mention the tentacles of Drosera leaves 
eminently suited organs for transport, consisting nearly entirely of 
parenchymatic tissue and the leaves of Vallisneria, which because of their 
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uniform structure and big regular cells are suitable both for quantitative 
analytic and for microscopic investigation. To these may be added as 
object for investigation the salt glands of Limonium specialised in the 
secretion of salts. The root of higher plants is less suited for a detailed 
investigation of the processes of uptake and transport, but presents the 
possibility of investigating the behaviour of separate root zones besides 
uptake and transport of the whole root. Comparison of the behaviour of 
bleeding and intact plants may likewise lead to a clearer insight into these 
processes. 

The limited time at my disposal required that I should restrict myself 
to an exposition of my own point of view. Of the differing opinions of 
other investigators a complete survey could not be given. For those | may 
refer to summaries of the literature on this subject. After the finishing of 
the manuscript some interesting publications have appeared dealing with 
the same problems. It seemed appropriate to discuss these papers in an 
addendum. 

Not without hesitation have | placed the researches with Vallisneria 
centrally. A reason for it may be shown by the results already yielded by 
this object: but it should be added that there are great objections to this 
plant as well. These are partly of an experimental nature, and specially 
caused by the difficulty to reproduce the results obtained. This is why 
these researches have been extended over many years and many data have 
been collected. but have not been published yet, because the results are not 
sufficiently established. As a rule the results obtained in a particular 
period are sufficiently constant, but the reactive power of the plants may 
be unexpectedly changed by an alteration in cultural circumstances. This fact 
has been somewhat improved during the past year by cultivating Vallisneria 
in basins in a cellar at a constant temperature and artificial illumination in 
water of a known sali content. There are still a number of factors left 
which are modified during the development of the plant. such as their salt 
status, their reactive power in connection with the preliminary exposure to 
light, supply with nutrient and energetically active substances, density of 
culture. age of the plants and leaves used, etc. The variability of the 
material appears from the following recent observation on the chloride 
transport. Material from a basin with natural illumination was compared 
with material from a basin in the cellar with artificial illumination and 
a high salt status and material from a basin in the cellar with low salt 
status. The first plants did not show any transport. the high salt plants 
a weak and the low salt plants a very strong transport. Who wishes to 
work with Vallisneria should be prepared for similar results, analysis of 
which will take much time. It is to be expected that according as the 
research progresses it will become easier to obtain reproducible results. 
Yet Vallisneria seems worth a sacrifice for which the results hitherto ob- 
tained may speak. As early as 1937 active uptake and transport of amino 
acids and asparigine was demonstrated, a process of which little is known 
in other objects. Remarkable is the sensitiveness of the salt uptake to light. 
which is connected with the fixation of light energy by the photosynthetic 





Significance of the Symplasm Theory for Transport across the Root 


process. The possibility may be pointed out of a separate investigation 
into the uptake into the cytoplasm and the one into the vacuole of this 
object and of tracing by determination of the osmotic value of the cell sap 
by plasmolytic methods whether during the uptake a substance has found 
its way into the vacuole. These osmotic determinations are also suited for 
determining a transport of substances to be stored in the vacuole and in 
this way it is possible to demonstrate the transport of substances the 
chemical composition of which is still unknown. The above mentioned salt 
iransport deserves attention, because it is an exceptional case, in which 
symplasmatic transport can be analysed quantitatively. 

These considerations have given the author the courage to summarize 
part of the investigations made in his laboratory and to give those on 
Vallisneria the place they deserve in his opinion. He is aware of the dif- 
ficulties connected with the interpretation of physiological investigations 
in which a state of complete insight can never be attained. 

The author’s grateful acknowledgement is due to many who have been 
of service to him in preparing and giving these lectures. In the first place 
he is indebted to the members of the Academic Council, who invited him 
and to Professor Bennet Clark for his kind conduct in the Chair. In spite 
of his busy activities Professor F. G. Gregory was kind enough to cor- 
rect himself the manuscript from a linguistic viewpoint, for which I fee! 
much indebted to him. It should be expressly mentioned that the author 
remains fully responsible for the text. Miss Schut was so kind as to 
translate this publication for me. 

Finally I thank my fellow workers, Dr. R. J. Helder, Dr. KR. 
Brouwer, and Dr. O. M. van Andel for the share they took in the 
discussion of the problems and their criticism on the manuscript. 


I. Significance of the symplasm theory for the uptake of substances 


It is the difficult task of the physiologist to examine the interplay of the 
concurrent reactions in the cell, in cell complexes and in the organism. 
Anatomical data on a microscopic level, reactions of organism, cell and 
cell-components, of tissue homogenates and particulate fractions of ex- 
pressed sap yield the material which arranged and combined should give 
an insight into the reactions of the living organism, which constantly 
renewed maintains a harmonious whole. Some 25 years ago that task did 
not seem so arduous as nowadays. Following the rapid development of 
biochemistry, experimental cytology and electron microscopy the physio- 
logist realizes the difficulty of relating these data to what happens in the 
living organism and of constructing a rational synthesis of them. It has 
appeared that for an insight into what happens in the living cell the most 
fundamental points still have to be cleared up. 

In this uncertainty we also find ourselves with regard to salt uptake into 
and transport in the plant. On the one hand numerous investigators have 
gathered many important data but we have not yet achieved an adequate 
insight into the processes taking place in the protoplasm in spite of our 
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knowledge of details. Regarding these problems we are first of all faced 
with the question, as to how the cells of an organism act together. When 
a root takes up salts from the exterior the cells adjoining the medium will 
take them up first, but how after that these salts get through the cortex and 
the endodermis into the stele and the xylem vessels requires discussion. 
It may be that each cell takes up a substance on one side and discharges it 
on the other side (Fig. 1), and it then permeates the wall between neigh- 




















Fig. 1. Translocation from cell to cell. Above: in each cell active uptake of 

ions at one side and release at the opposite side. Below: Translocation in the 

symplasm. From cell to cell the substance migrates through the plasmatic 
connections. 


bouring cells, so that the same process can be repeated in an adjoining cell; 
but it is also possible that the plasm of these cells is united through plas- 
matic connections, i.e. forms a symplasm, and that salts once taken up into 
this continuous plasmatic system are transported in it (Arisz 1945). As 
long as we thought that all substances insofar as they permeate can pass 
through the living cells and we did not yet know that the uptake of salts 
is a process associated with metabolism, there was no objection to accepting 
diffusion over longer distances in parenchymatous tissue. But if the ex- 
terior plasmatic layer is impermeable to these substances and they are 
taken up into the cell by an active process, there being no plasmatic 
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connections between adjoining cells the salt must be discharged by that cell 
before it can be taken up by another cell. 


Pfeffer failed to appreciate fully the significance of plasmatic 
connections for the transport, because he regarded diffusion processes as the 
only method by which substances penetrate into a cell. It is comprehensible 
that he felt somewhat sceptic as to the function of plasmatic connections 
in the transport of substances, though he admitted their significance for the 
physiological contact between the plasm of adjoining cells in the case of 
responses to stimuli. 


Lundegiardh (1945, 1949, 1950) assumed that salts are taken up 
actively and absorbed by the cells on one side and discharged on the 
opposite side. In 1950 he discussed also the theory of transport in a sym- 
plasm and said “Whereas nothing can be said about the function of plasmo- 
desms as pathways of salt transport anatomical-physiological experience 
speaks in favour of accumulation and exudation processes simultaneously 
going on in the single cells and these cooperating in the translocation of 
salts from the surface of the root to the stele” and “each single cell would 
maintain a steady state manifested as a dynamic balance between the anion 
respiration (up-hill side) and a passive tendency to loose salts (down-hill 
side).” This means that a salt ion which is translocated from the outside to 
the xylem has to pass a row of epidermal and cortical cells and has to be 
actively absorbed by each of them successively. 

In later publications he and Robertson assume a close energetic 
connection between anion respiration and anion transport, so that per O, 
molecule used 4 electrons are given off and 4 anions taken up. Robert- 
son found such a relation in the storage tissue of carrots for the uptake of 
chloride. Lundegardh found a slightly lower ratio for the uptake of 
wheat roots. If the process of anion respiration and uptake should be 
repeated in each cortical cell of the root, the consumption of energy per 
transported anion through a series of parenchymatous cells would become 
as many times greater, so that the above mentioned relation would get lost. 


The theory of polar uptake and discharge during transport was further 
worked out by Arens (1949) in a publication on the active membrane. 
He assumes that the membranes in particular the tonoplast carry water and 
ions into the vacuole actively at all sides. The electric field of the mem- 
brane would cause translocation of ions. If the intensity of electric osmosis 
on one side is greater than that on the other side of the vacuole, the cell will 
be laterally polarised, take up on one side and secrete on the other side. 
In that case polar secretion is a result of the different strengths of the 
primary secretion at the front and rear of the cell. 


In these papers a number of investigations carried out in my laboratory 
on uptake and transport will be discussed, in which we shall proceed from 
the symplasm theory, which is in my opinion of fundamental significance 
for an insight into the cause of these processes. The coherence of the plasm 
to a symplasm in large cell complexes shows that each cell acis not by 
itself, but as part of an organisation. 





W. H. Arisz 


Here the term of symplasm will be used in the same sense as Miinch 
(1930). The notion that the plasm of adjoining cells is connected by plas- 
matic connections is much older (Tang! 1879, Sachs and Pfeffer). 
The plasmatic connections were called “plasmodesmen” by Strasburger 
(Livingston plasmodesmata). Meeuse (1941) assumes that plasmodesmata 
are of general occurrence in cell walls of higher plants (mosses, Hepaticae, 
Pteridophyta and Anthophyta). They would be significant for the trans- 
port from cell to cell. Miihldorf (1937) also gives a summary of the 
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Fig. 2. Uptake from 0.00025 and 0.004M KCl in Vallisneria leaves. exposed to 
light, 25°C, 
A Perspex vessel with aeration in which a frame B with 8 leaf segments of 2.5 cm. 
length can be placed. (After T. Veninga’s experiments.) 


researches in this field. Esau (1939) discusses their significance for virus 
transport. Schumacher and Halbsguth found plasmodesmata in 
the walls of the hypha-like cells of Cuscuta odorata. Schumacher 
(1942) and Lambertz (1954) examined plasmodesmata in the wall of 
epidermal cells of many Phanerogamous plants. These, however. do not 
occur in roots. Interesting are Ginkel und Oknina’s (ref. Samish 
1954) data that during the rest period of various organs the plasmo- 
desmata are disrupted due to the plasm receding from the cell walls. 
Stringent evidence for the function of the plasmodesmata in transport are 
still lacking. We shall here discuss some physiological data which show 
that there must exist a plasmatic connection between adjoining protoplasts. 





Significance of the Symplasm Theory for Transport across the Root 11 


This may be considered a physiological proof for the function of plasmo- 
desmata in the transport of substance. 

The symplasm theory leads to the view that the substances taken up 
may spread in the symplasm. From the symplasm of the parenchyma cells 
and the phloem tubes they can be secreted to the vacuoles, to the cell 
walls, to xylem vessels or to the outer solution. In this the permeability 
of the boundary surface of the cytoplasm will be of great importance. 


Many organic substances permeate readily 
through the pores of the boundary surface 
owing either to their small molecular 
volume or their great lipoid solubility or 
to both qualities. Water and gases for 
instance mostly enter and leave the plasm 
easily. Electrolytically dissociated sub- 
stances, however, like amino acids and 
salts, and large molecular substances like 
proteins and sugars likewise play im- 
portant parts in the plasm. They can 
only pass the boundary surface under the 
influence of particular forces or with the 
aid of metabolic processes and by doing 
so reach the cytoplasm or the vacuoles. 
In order to investigate these processes, 
objects are required for which uptake into 
the cytoplasm and secretion to the vac- 
uole can be examined individually as 
separate processes. Most plant tissue is 
unsuitable for this purpose, because up- 
take into the plasm and accumulation in 
the vacuole cannot be separated. 
Brooks, Mullins and Hoag- 
land working with isotopes found 
that in large unicellular algae an uptake 
into the cytoplasm precedes an uptake 
into the vacuole. which points to se- 
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Fig. 3. Eight leaf lengths of 
Vallisneria are kept with their 
absorption zone between agar 
strips in a tinfoil box, which is 
closed during the experiment. 
The free part of the leaf lengths 
protrude through perforations in 
the side wall of the box which 
are closed with vaseline. They 
are in moist air, on wet filter 
paper or covered with Cl free 

agar. 


parate processes. In cells of higher 
plants which are too small to analyse separately the cell sap and 
the cytoplasm a distinction between uptake into the vacuole and into the 
cytoplasm cannot be made, neither can the nature of the processes be 
defined which introduce a substance from the outside into the plasm or 
from the plasm into the sap. Though the uptake of salts from the medium 
into the vacuole depends upon metabolism, it is still unknown if this has 
reference to the process of uptake into the plasm, or to that into the sap, 
or to both. For disks of storage organs, for roots, for onion skins or for 
other objects commonly used in such researches such separation is impos- 
sible. Leaves of Vallisneria spiralis cultivated under low salt conditions 
show an uptake of chlorides for some days, which can be determined from 
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hour to hour. Fig. 2 shows the uptake from 1/4000 and 1/1000 M KCl taking 
place with a constant velocity. In the light this process is much stronger 
than in the dark. 

Here the leaves of Vallisneria spiralis offer a chance of distinguishing 
uptake into the plasm from that into the vacuole, because the process of 
secretion into the vacuole is dependent on exposure to light. By allowing 
ihe uptake from the medium and the secretion to the vacuole to take place 
in different parts of the leaf, a system is obtained in which uptake into 
the cytoplasm, transport in 
the cytoplasm and secretion 
into the vacuole may be 
examined more or less in- 
dependently. 

The method used is shown 
in Fig. 3. If the absorbing 
zone is exposed to light, much 
chloride is accumulated in 


les this part whereas there is 


— > Es nb Ss SS SS Ss een bat hittle left for trenspect 
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Fig. 4. Influence of exposure to light on uptake 
and transport of chloride in leaves of Val- 
lisneria. In A the whole leaf is in the light. 
in B only the first zone. In C the whole leaf 
is in the dark, in D the first zone in the dark 
and the free part in the light. The first 25 mm. 
zone has been for 24 hours in contact with a 


part of the leaf is kept in 
the dark and only the free 
part exposed to light, less 
chloride is accumulated in 
the absorbing zone, while in 
this case the free part can 


accumulate much in the vac- 
uoles (Fig. 4D). This result 
might also be accounted for. 
if the chloride were trans- 
ported through the walls 
(Fig. 5). But in that case one 
would expect that the chlo- 
ride would be given off again 
to the medium when the free 
part is put in water. Besides this, the sensitivity of the transport to injury. 
owing to which, during several hours after cutting the leaves the transport 
is stopped, is contrary to this hypothesis and points to a plasmatic trans- 
port (Fig. 6). 

Proof of plasmatic transport is given by the effect of KCN. which does 
inhibit the uptake into the cytoplasm, but not the secretion to the vacuole 
(Fig. 7). This experiment requires resistant Vallisneria leaves, the cyto- 
plasm of which is not lethally affected by a high concentration of KCN 
(3.10-4M). This condition makes the repeating of these experiments ex- 
tremely difficult. 

If only the free exposed part of the leaf is in contact with this KCN 
concentration, transport in the plasm and secretion of chloride to the 


solution of 0.01M KCl+ CaSO, in 2% agar. 
The second and third zone are free in moist 
air on wet filter paper. On the ordinate the 
increase in Cl-content; temp. 25°C. Pretreat- 
ment during 24 hours in aerated distilled water 
in the light. In this and the following figures 
on the ordinate the amount of the uptake in 
y Cl. 





Significance of the Symplasm Theory for Transport across the Root 13 


vacuole continue fairly undiminished. If, however, KCN of the same 
concentration is in contact only with the absorbing length, it inhibits the 
uptake and consequently also the further transport in the cytoplasm and 








cylop/asm..-}- 

















cel wal! plasmodesmata 


Fig. 5. Schematic representation of a Vallisneria leaf. The absorbing part and 
the free part of a leaf length are represented each by one cell. There is an 
active uptake mechanism located near the outer boundary of the cytoplasm and 
there is a second mechanism situated near the tonoplast secreting ions into the 
vacuole. The transport takes place through the cytoplasm and the plasmodesmata. 


the secretion to the vacuoles. This indicates that the uptake of KCl into 

the cytoplasm is a process sensitive to cyanide, but if KCl has once been 

taken up, the transport in the cytoplasm and the secretion to the vacuole 

are not, or at any rate are less, 

sensitive. mye 

If transport took place not ina 0 

symplasm but in the cell walls out- 

side the protoplast, the cells of the 

free part would have had to take up 

the chlorides from the cell walls so 59 

that the ions would have had to pass 

the surface layer of the plasm. This 
25 50 75 2% 50 75 25 50 mm 

process, however, was made impos- A B c 

Fig. 6. 


sible by KCN. The insensitivity of 





Influence of a pretreatment in 


the transport to KCN coupled with 
the secretion to the vacuole likewise 
insensitive to KCN proves that 
transport from cell to cell must take 
place within the cytoplasm. 

Since it is so difficult to repro- 
duce the experiments with inhibitors 
in a quite satisfactory way it is wel- 
come that these conclusions are sup- 


water on the absorption and transport 
of chloride. There is as a consequence 
of the cutting a strong wound-stimulus 
which inhibits uptake and _ transport. 
The absorption zone is in the dark, the 
free part is exposed to light. A, no 
pretreatment; B, 16 hours: C, 24 hours 
in distilled water. 


ported by a redistribution experiment using lengths of Vallisneria leaf of 
7.5 cm. (Fig. 8). If of these the first 2.5 cm. can take up KCl when exposed 
to light, the rest of the leaf remaining in the dark, nearly all the absorbed 
chloride is present in the absorbing portion after 16 hours. The free por- 
tion in the dark, does not accumulate chloride in the vacuoles. If next the 
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whole leaf length is put in water and at the same time the conditions 
are altered in such a way that the absorbing length which was exposed to 
light before, is now put in the dark, whereas the free leaf length, which was 
previously in the dark, is now exposed to light, there occurs in the leaf 
a redistribution of the chloride present, which though slight is of fun- 
damental significance. Though it is in water, the leaf length does not lose 
chlorine ions to the medium: the Cl content of the absorbing portion does, 
however, decrease a 
A B C little, and the free 
portion accumulates 
the liberated  chlo- 

ride. 

From this experi- 
ment (Arisz 1954) it 
appears, therefore, that 
under these conditions 
the leaf as a whole 
does not lose chloride 
to the medium and that 
the vacuoles of the ab- 
sorbing portion, which 
first accumulated great 
quantities of chloride. 

25 5 75 x 4 ; 5 Slowly release it to 





Fig. 7. Influence of KCN 3.10-4M and 2, 4-dinitro- the cytoplasm. In the 
phenol 10-4M on the transport of chloride. The cytoplasm the chloride 
inhibitors are administered either to the absorption moves to the other parts 
zone or to the second zone (free part of the leaf). of the leaf which are 
In all experiments the absorption zone is in the dark exposed to light and 
and the free part in the light: 24 hours uptake from where, therefore, ac- 

a solution of 0.01M KCl+ CaSO, in agar. 


cumulation in the vac- 
uoles is possible. 

These experiments show that transport takes place in the cytoplasm 
from cell to cell, and that in passage the chloride is not liberated from 
the plasm and does not diffuse in the wall, so that it may be given off to 
the medium. but that it must be carried from cell to cell by plasmatic 
connections (confer Fig. 5). Both the influence of KCN and the redistri- 
bution under the influence of a change in light exposure indicate that 
transport must take place in the symplasm. 

The leaf cells of Vallisneria are suitable objects for making deter- 
minations on the osmotic value of the cell sap. By means of determinations 
of the osmotic value at incipient plasmolysis an increase of the osmotic 
value of the sap of the epidermal cells can be demonstrated. According to 
determinations by Miss A. van Schreven and Miss A. van der Mo- 
len increases in osmotic concentration equivalent to about 35 millimol 
sugar have been demonstrated in epidermal cells after a 22 hours’ uptake 
and of about 107 millimol after 46 hours. The osmotic value at the be- 
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ginning amounted to 280—300 milli- 
mol. So the increase amounts to 
more than a third. As sap ex- 
pressed from leaves displays an 
identical increase in osmotic value, 
it is evident that not only the 
epidermal cells but also the meso- 
phyll cells have enhanced their 
osmotic value. This proves, that 
the leaf portion exposed to light ab- 
sorbs chloride at a constant rate and 
secretes the chloride into the vac- 
uoles of all leaf cells. Also in the 
absorbing portion therefore, the 
cells behave as a symplast which 
renders secretion to the vacuoles of 
all cells of this leaf portion possible. 
It is of course doubtful whether a 
secretion of salt to the vacuoles al- 
ways resulis in a proportional in- 
crease of osmotic value. Other 
metabolic processes may take place 
at the same time resulting in a loss 
or gain of the substances in the vac- 
uole. At any rate the increase of 
osmotic value found is sufficiently 
great to show that the absorbed 
chlorides enter the vacuole. 

A similar increase of osmotic 
value was previously found for ac- 
cumulation of asparagine in Val- 
lisneria leaves (Arisz 
Dijk 1939), 

The marked increase in osmotic 
value of the vacuole sap during long 
continued absorption by leaves of 
low salt content and the rather con- 
stant velocity of the chloride absorp- 
tion during that time show that the 
rate of absorption is not regulated 
by the concentration of the sap in 
the vacuole. Osmoregulation of the 
vacuole sap has not been found. 

Determinations of the osmotic 
concentration of the vacuole sap 
simultaneously with direct deter- 
minations of the ions absorbed have 
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Fig. 8. Redistribution of chloride pre- 
viously absorbed in Vallisneria leaves. 
Fig. I, II, and III, Distribution of chlo- 
ride after uptake of 0.01 M KCl + CaSO, 
at 25°C, During the first phase (16 hours) 
the absorption zone is exposed to light. 
the free part in the dark. In the second 
phase there is no longer any uptake 
and the exposure is altered. The first 
part is in the dark and the free part in 
the light; Ta after 8 hours, Ib after 
24 hours. I] a after 24 hours. II b whole 
leaf exposed to light 24 hours. JI a 
after 24 hours. During the second phase 
(24 hours) the leaf lengths are lying on 
wet filterpaper. There is a leakage of 
chloride from the vacuoles in the first 
part of the leaf and redistribution of 
this chloride through the symplasm to 
the other parts which are exposed to 
light and where the chloride is accumu- 
lated. 
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but rarely been made. This is to be regretted, since they may be of great 
value in giving an indication of the presence of processes which would 
otherwise escape our notice. In addition they serve as a valuable indi- 
cation of the secretion of substances to the vacuole, and also for the demon- 
stration of transport they are of great value. 

There are also tissues in which the coherence of the protoplasts plays 
no part in the uptake. When cut potato disks have been in water for some 
time, they are capable of taking up some salts. This uptake is an active 
process dependent on the presence of oxygen. It is, however, limited to the 
outer layers of the disks. Steward et al. demonstrated that the uptake 
is connected with the processes of cell growth and division induced by the 
cutting, which are coupled with protein synthesis. Here absorption remains 
limited to the peripheral cell layers, only these being activated by the 
cutting. Translocation in the symplasm does not play an important part 
here, because in the more central cells metabolism has not been stimulated. 

In the present discussion of the symplasm theory it has been assumed 
that substances present in the cytoplasm are transported in the central 
plasm, sometimes called mesoplasm, and are secreted into the cell sap by 
metabolic processes in the endoplasm adjoining the vacuole. The peripheral 
plasm regulates the uptake from the medium into the central plasm. The 
plasm does not end abruptly where it adjoins the cell wall, but also 
penetrates into the cell wall and covers the network of micro fibrils 
especially in young cells, where still new fibrils are being inserted. 

The schematic representations of various investigators on the molecular 
structure of the boundary layer of the plasm, are not yet fully corroborated 
by electron microscopic data. From a physiological standpoint no judgment 
can be pronounced on the molecular structure. The question can only be 
asked what features the peripheral plasm should possess. The latter will 
have to enable the plasm both to give off substances to the medium and to 
absorb them. Here it need only be pointed out that there are various data 
indicating that the peripheral plasm behaves like a membrane owing to 
the preponderatingly negative charge of the great immobile protein mole- 
cules. The protein skeleton has a negative charge and the membrane works 
as a Donnan system (Arisz 1954). 

If the above experiments on the influence of KCN on the uptake into 
the cytoplasm are correct, this indicates that the transfer of ions from the 
medium to the central plasm is brought about by a system which is sensitive 
to KCN. This result is remarkable, because by Robertson in the case 
of carrot disks and by Lundegiardh in the case of wheat roots the 
influence of KCN on the uptake is associated with the cytochrome-cyto- 
chrom oxidase system which according to Lunde gardh’s schema carries 
electrons outwards and anions inwards. By Robertson and Wilkins 
it was found that also 2, 4-Dinitrophenol inhibits the uptake of salt, which 
suggested the influence of phosphorylation. At any rate their opinion is 
that D.N.P. does not affect the cytochrome-cytochrome oxidase system. 
In Vallisneria an inhibition of chloride accumulation by D.N. P. was like- 
wise obtained (Fig. 7 I]) but here it could be demonstrated that D. N. P. does 
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not affect the uptake into the cytoplasm, but the secretion into the vacuole 
(Arisz 1953). When D.N. P. is given to the absorbing zone, the transport 
to the free portion continues fairly unchanged, so long as the plasm under 
the influence of the high D.N.P. concentration does not lose its conduc- 
tivity for chloride. A treatment with D.N. P. of not too long a duration is 
reversible, if leaves are used of which the plasm is sufficiently resistant. 
This is in support of the opinion of Robertson and his collaborators for 
the carrot disks examined by them, i. e. that the sensitivity to KCN and 
D.N. P. is based on different processes. 

We shall now consider whether the symplasm theory can also elucidate 
our insight into the uptake 
processes in the root (Fig. 9). EES 

The water and salt trans- Leelettanuees: 

'e C} 2ae 

port in the root from epi- i. 
dermis to xylem must take 
place through parenchy- 
matous tissue; the question 
is obvious whether in this 
case just as for the leaves 
of Vallisneria one may 
speak of a transport in a 
symplasm. With roots it is 
not possible to ascertain 
with the aid of osmotic 
determination whether the 
salts penetrate into the 
vacuole and enhance the 
osmotic value of the cell 
sap there. Fig: 9. Transverse section of the root a dicotyl- 

In the leaf segments of edonous plant. 
Vallisneria and likewise in 
the disks of storage organs the salts go chiefly into the vacuoles of the ab- 
sorbing and adjoining parenchyma cells. In the root, however, only part of 
the substance taken up will be accumulated in the vacuoles of the absorb- 
ing and translocating cells of the epidermis and the cortex and. this will 
depend on the salt status of the roots, so that low and high salt roots will 
react quite differently. On comparing the root with a Vallisneria leaf, we 
should take into account that in the case of Vallisneria leaves segments 
are used of a length of 2.5 to 7.5cm., in which the normal transport is 
interrupted by the cutting, so that the accumulation in the vacuole comes 
more to the fore. In an intact leaf on the plant the concentration of the 
substance in the vacuole will not rise above a certain level owing to the 
constant loss of salis to the symplasm and to the sieve tubes. Also in 
Vallisneria low and high salt content may be achieved by cultivation in 
distilled or tap water. Both in roots and in Vallisneria the high salt material 
is more suitable for transport experiments, the low salt material for uptake 
into the vacuole. 

Protoplasma, Band XLVI/i—4 
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Broyer (1950) made an attempt to prove the transport through the 
symplasm of the root cortex in barley plants. He found that both roots 
which had previously taken up KBr and had consequently already accu- 
mulated bromide in their vacuoles and roots which had not been treated 
before hand, when put in a solution of radio-active bromide, took it up. 
Part of it is deposited into vacuoles, part transported to the xylem. 

The concentration of radio-active bromide in the exudate is equally high 
in both cases. The exudate having a higher concentration of radio-active 
bromide than the vacuole sap of the plants previously treated with KBr, his 
opinion is that not the solution present in the vacuole is secreted into the 
xylem, but that some bromide passes round the vacuoles. Broyer states 
“The bromide transport takes place along continuous protoplasmic paths 
to the xylem, circumventing in a measure movement into or through inter- 
vening vacuoles.” Whether this may be regarded as stringent evidence of 
the transport taking place in a symplasm, may be doubted. Transport in 
the walls of the cortical cells would yield an identical result. Taking into 
account. however, what we know of plasmatic transport in Vallisneria. 
Broyer's investigations do lend support to the idea that the salts in the 
root are transported in a symplasm. 

Many investigators have studied the relationship between uptake rate 
of an ion and the concentration of this ion in the external medium. It was 
found by van den Honert (1933) for the phosphate uptake in sugar 
cane that this relationship can be represented by the adsorptionisotherm 
of Freundlich indicating that an adsorption process is regulating the 
uptake. 

Helder (1952) working in my laboratory with maize plants corrobo- 
rated these results and applied also Lang muir’s formula. 

These results indicate that the first stage of the absorption process con- 
sists of a binding between a substance in the outer cytoplasmic layer of the 
absorbing cell and the ions in the outer solution. This binding can be of 
adsorptive, chemical or enzymatic nature. The binding points of van den 
Honert have been called inflow units by Brown and Cartwright 
(1955) and absorbing units by Sutcliffe. 


Brown (1952) found for growing root segments a constant uptake of 
sugar and salts, though the surface of the cells increased during the growth. 
In his opinion this would be based on the fact that the number of absorbing 
spots in the boundary surface of a cell is limited and does not increase on 
cell extension, unless protein synthesis takes place. For this view it is of 
course necessary to assume that the number of absorbing spots is limiting 
during the uptake. 


In the binding of different ions at these absorbing points they compete. 
Epstein and Hagen have fully investigated the competition of ions at 
these points with the aid of radio-active ions. In their opinion this forms 
the chemical basis for ion selectivity. 


According to van den Honert the ions bound are removed from the 
surface at a constant speed, which depends on the temperature. The uptake 
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into the symplast will further depend on the concentration of the ions 
already present in the cytoplasm (Alberda, Helder, Sutcliffe. 
Humphries). The active nature of the absorption process is well 
established by the influence of metabolism on the ion uptake. This is shown 
in the dependence on oxygen and carbohydrates such as sugars, while sub- 
stances inhibiting the metabolic processes likewise inhibit the salt uptake. 
The carbohydrates either act on the absorption process itself (Helder, 
p. 395 e.s.) or indirectly by influencing the internal concentration of the 
ions or the carriers in the cytoplasm. 


Humphries (1951) assumes that this ion content of the cytoplasm is 
controlled by a critical sugar concentration in the cytoplasm. With a higher 
sugar concentration in the cytoplasm more ions can be bound and the 
uptake will be promoted, with a lower one a loss of ions results.) Wie rsum 
(1947) too, assumed that the plasm possesses a definite accumulative 
(i.e. binding) capacity for a certain ion.- Mason and Phillis have 
related views on the partitioning of ions in tissues. Scott Russe] points 
out that ionic exchange may also depend on metabolically produced carriers. 

Different pictures of the absorption process have been given. We still 
know too little about the chemical basis of this process to consider any one 
of these as being fully justified. I consider as very instructive the model 
of the conveyor belt used by van den Honert for ion transport 
and by vander Wey for the transport of growth substance. The amount 
of ions transported depends on the capacity of the belt, i. e., the number of 
absorbing points present and on the velocity of its movement. The loading, 
i.e. the binding of ions at the absorption points is dependent upon the 
concentration of ions in the outer solution. If the conveyor belt returns 
still partly loaded it can bind fewer ions from the medium. The number 
of absorption points depends for some ions on the pH of the outer solution 
(van den Honert 1953). 


This model is closely related to the concept of carriers in the plasm 
specifically concerned in the binding of certain ions. It must be assumed 
that there is a definite small amount of each type of carrier and that this 
is limiting the uptake. Their number can be increased under the influence 
of sugar (Humphries) or metabolism (Scott Russell). Overstreet 
and Jacobsen (1952) have pointed out that also the function of the 
cytochrome system in the anion transport can be interpreted as that of 
carrier. In this way the concept of carrier is given a wide theoretical 
interpretation, but it then loses the advantage of providing a model of the 
processes going on. We do not know at present whether the ions are trans- 
ported from one absorbing point to another, or if they are present in the 
cytoplasm as free ions, or if they are transported bound to carriers, or 
whether a combination of these processes has to be considered. More ex- 
perimental data are required on the nature of the carrier mechanism. 


If the cells of the root cortex form a symplast, it might be expected 
that whereever the symplasm borders on the external solution, they could 
take up salts. This means that if a rapid movement of the ions in the cell 
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walls is possible (e.g., with rapid transpiration) both the epidermal cells 
and the cortical cells would have to be considered for the uptake of salts 
(Arisz 1945). This presumes the presence in the peripheral layers of the 
cortical cells of the mechanism needed for the active uptake of salt, 
a mechanism which is still unknown. The possibility that salts are trans- 
ported in the walls of the cortical cells, already appeared from Rufz 
de Lavison’s researches, who found that ferrosulphate can permeate to 
the endodermis. This substance would not get into the plasm, neither 
would it be able to pass the endodermis. 


The relation between uptake rate of an ion and the concentration of 
this ion in the external solution, which van den Honert has examined 
for the phosphate ion in sugar cane and which has been corroborated by 
later investigators using other plants (Helder 1952) indicates according 
to vanden Honert that there cannot be a measurable resistance between 
external medium and place of binding to the protoplasmic surface. With 
the very low P concentrations with which van den Honert worked, 
the uptake must be localised in the epidermal cells. Any important uptake 
by the cortical cells is out of the question, unless transport in the cell walls 
takes place almost without resistance. 

In the preceding discussion we have reached the conclusion that the 
symplasm theory leads to a better understanding of the uptake into the 
root. Conclusive evidence for the functioning of the plasmatic connections 
in the transport from cell to cell in the root has not yet been produced, 
though many indications are present; the only reliable evidence is that 
regarding Vallisneria leaves. The likelihood of the symplasm theory gains 
support from the insight it gives into the nature of uptake processes. 
It would be a rather inefficient way to transfer substances if, after ab- 
sorbing a substance, a cell had to give it off again in order to convey it to 
an adjoining cell. The enormous energy expenditure required by such 
a mode of transport makes this mechanism unlikely. 


II. Conductivity of the root for water and salts 


Dixon's fundamental investigations on the transport of waiter in the 
plant have made it clear that transpiration in the leaves results in a 
mechanical suction tension in the wood vessels of the root. This causes 
suction of water from the medium through the epidermis and the cortical 
cells to the stele and the xylem vessels (Fig. 10). It is at present unknown 
whether the water moves through the walls through the plasm through the 
vacuoles or through a combination of these. With plants of which the 
shoot has been cut off, an absorption of water from the medium may also 
occur. leading to an exudation from the cut surface. In this case the salts 
or other osmotically active substances given off to the xylem vessels, cause 
an osmotic suction of water from the medium. In the intact plant the water 
uptake owing to mechanic suction tension is usually so great that the con- 
centration of the osmotically active substances in the vessels is strongly 
diluted, so that the osmotic uptake of water plays hardly any part. 
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Both with the mechanical and the osmotic uptake of water the osmotic 
concentration of the external solution impedes the process of water uptake, 
so that the effective suction tension is the difference between that in the 
vessels and that in the medium. The root parenchyma cells offer resistance 
to the displacement of water. So Brieger arrived at the formula: water 
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Fig. 10. Sudden changes of exudation rate through addition of different con- 
centrations of mannitol (Arisz, Helder, van Nie 19541). 


uptake = K (suction tension in xylem—suction tension in the solution), in 
which K represents the conductivity of the root for water. 

Sabinin gave an analogous formula for the exudation: b = K (osmotic 
value of exudation sap—osmotic value of external solution). With regard 
to the exudation this formula has been proved by determining the sudden 
decrease in exudation after increasing the concentration of the external 
solution by adding mannitol. It appeared that the decrease in exudation 
was proportional to the change in osmotic concentration of the medium 
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(van Nie and others 1950, Arisz and others 1951) (Fig. 11). Eaton 
(1943) had obtained similar results for the bleeding of cotton plants and 
drew the conclusion that water transport from xylem to medium and from 
medium to xylem meets with an identical resistance in the root. 


Experiments on the influence of increased suction in the transpiration 
stream had already been made. Jost (1916) found that on replacing the 
excised shoot by a suction pump the uptake of water increases with 
stronger suction. Relatively the water uptake increases more with strong 
than with weak suction. This was corroborated by Koehnlein (1930). 

Romel] (1918), Sierp and 
eo atten Brewig (1935). Koehn- 
lein found that after stump 
suction in a bleeding Tro- 
paeolum plant, even after 
the atmospheric pressure had 
been restored, exudation at 
the increased level continued 
for some time. I shall revert 
to this observation. 
Sierp and Brewig in- 
vestigated in a root of Vicia 
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Fig. 11. Relation between the concentration of | water uptake by various 

the outer solution and the decrease of the zones of the root. Brewig 

exudation rate. AB experiment in water; CD ascertained that with weak 

in Hoagland solution. Addition of man- transpiration the apical zones 

nitol in different concentrations. of the root take up more 

waiter than the basal zones, 

but that with stronger transpiration the water uptake by the basal zones 
increases much more than that by the apical zones. 


Brouwer employing a device of Gregory and Woodford has 
examined this phenomenon with micropotometers made of perspex (Fig. 12). 
He obiained strikingly regular results, which were easily reproducible. 
One of the roots is placed into a series of micropotometers, which enable 
us to determine the water uptake in successive regions of the root. The 
remaining roots are placed in a larger potometer. By increasing the trans- 
piration of the plant. or by increasing the osmotic concentration of the 
solution in the large potometer which contains the remaining roots, the 
suction tension in the xylem vessels increases, as also in the test root. In 
this way the influence of increased suction tension on the water uptake of 
the zones of the test root can be examined. The suction tension in the root 
vessels was determined according to Bre wig by compensating the suction 
with a sugar solution in one of the chambers. The results obtained square 
perfectly with Brewig’s. With increased suction the uptake of water 
in the basal zones increases much more than in the apical zones, more than 
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would correspond with the increase of suction tension (Fig. 13 left side). 


That is, the conductivity for water (uptake per atm.) in the basal zones 
increases under the influence of an 
increased suction tension (Fig. 13 
right side). In the apical zones 
large changes do not occur, here the 
conductivity is more likely to de- 
crease. Fig. 14 gives the results of 
increased suction tension on the 
water conductivity in three different 
experiments: in A with increased 
suction tension the water 
ductivity in zone | remains un- 
changed, that in zone II is increased: 
in B in both 
crease: in C 


con- 


zones there is a de- 





there is a decrease in 








zone | and the conductivity in 
zone II remains about the same. 

Fig. 15 shows the relation 
between the conductivity for water 
of the various zones and the suction 
tension in the vessels for four suc- 
cessive zones of the root. The length 
of the zone in each micropotometer 
amounted to 2% cm. 





Not only are these effects ob- 
tained by an increase of the suction 
tension in the xylem vessels. but 
also by an increase of the suction 
tension in the medium, which may 
be achieved for instance by bringing 
sucrose solution in one of the poto- 
meters (Fig. 16). A similar effect 
was previously found by Rosene 
(1941), but interpreted differently. 
A Brenner salt solution has the 
same effect as a sucrose solution. 


Fig. 12. Schematic longitudinal section 
of the apparatus used by Brouwer, 
made of perspex. A main vessel. B 


It is important that the same result 
can also be obtained by a local 
transpiration at the outside of the 
root since this procedure excludes a 
possible metabolic effect of the sugar 
solution (Brouwer 1954, p. 275). 


This that the effect 


shows 


on change in the turgescence condition of the root tissue. 


is not 


metal standard. C connection with 
capillary. D lateral tube of main vessel. 
E rubber disk. F metal disk. G point 
of attachment of a strong spring. H cap- 
illary. R connection with reservoir. 
V spring. 

and must 


polar depend 


It is unknown 


whether this influence is limited to particular cells in the root or whether 


it concerns all of them. 


In any case the water stream must pass through 
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the plasm of the endodermis cells, but it is not excluded that the plasm of 
epidermal and cortical cells is also involved as the influence of chloroform, 
KCN and CO, on the water transport indicates a plasmatic process 
(Brouwer 1953). 

The salt uptake by the roots of Vicia Faba was likewise examined by 
Brouwer and seeing that oxygen is required for salt uptake, efficient 
aeration of the solution in the micropotometers was provided during the 
experiments. which usually lasted for 24 hours. This apparatus was like- 
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Fig. 13. Distribution of the water uptake (left) and the water conductivity (right) 
along the root axis (Vicia Faba) at low suction tension (white blocks) and at high 
suction tension (black blocks). After Brouwer (1954). 


Suction tension 


wise entirely constructed of perspex (Fig. 17). The uptake of the individual 
zones was determined for water, phosphate, chloride and nitrate (Fig. 18) 
under conditions of weak and strong transpiration. 

It appears that the uptake of salts behaves identically with that of water, 
i.e., that with weak transpiration the apical zones, with stronger trans- 
piration the basal zones take up more salt, the only difference being that 
in the basal zones the increase for salt is slighter than for water. We may 
think here of a direct influence of the increased water uptake on the uptake 
of the salt, but it is also possible that transpiration acted on the transport 





Significance of the Svmplasm Theory for Transport across the Root 25 


of the salt by influencing the conductivity for salt in the symplasm. Salt 
uptake in Vicia Faba (Brouwer) and in wheat (Butler) is an active 
process. It can also take place an neere ee A tnt fetatm) 
without a simultaneous water uptake mmvVem hr. latm. epee 
Barley plants that are kept from 
transpiring (Hoagland and 
Broyer) and leaves of submerged 
water plants like Elodea and Vallis- 
neria (Rosenfels, Arisz) do 
show an active salt uptake. Excised 
root systems, which are entirely sub- 
merged in the nutrient solution be- 
have in the same way. This points 
to separate processes of water and 
salt uptake. 


Various investigators, however. 
found with stronger transpiration an 


increase in salt uptake and thought 
that under influence of a flow of 
water caused by transpiration a 
passive uptake is also _ possible 
(Schmidt, Hylmo,  Petri- 
tschek). It seems that in different 
kinds of plants different results are 
found. Butler (1953) obtained a 4 B C three experiments with some- 
complete inhibition of chloride move- what different results (Brouwer. 
ment in wheat plants from root unpublished). 

to shoot by D.N. P. treatment. 

H yl m6 (1953) working in the same laboratory with pea plants found that 
calcium and chloride ions could move passively. Schmidt (1936) working 
with Sanchezia plants found a striking influence of water transport on ion 
uptake. Van den Honert (1938) on repeating these researches with his 
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Fig. 14. Water conductivity of root 
zones at high and low suction tension. 
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Fig. 15. Relationship between water conductivity of the various root zones and 
suction tension in the vessels. This relation has been plotted for each zone separa- 
tely. All the values plotted are determined at a steady state. the water uptake 
and the suction tension being constant for several hours (Brouwer, unpublished), 
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method could not corroborate Schmidt’s results. Also in my 
laboratory working with the same object (Vicia Faba) Wiersum and 
Brouwer obtained different results which must be due to the different 
Wiersum (1947) found a diffusion of Cl, NO, and H,PO, 
ions through the root symplasm. He established the passive nature of the 
transport of Ca and K. Brouwer repeating these experiments with the 

same object with a seemingly more 
method could not obtain 
definite results. His opinion is that 


own 


methods used. 


Water uptake 


reli: yle 
mmYcm hr relial le 


the chief cause of the stronger salt 
uptake is not the increased water 
uptake, as the phenomenon is not 
polar and is also caused by an in- 
creased suction tension of the ex- 
ternal solution. The cause is the 
decrease of the turgescence condition 
of the root tissue, resulting from the 





stronger suction. This influence must 
act on the conductivity of the tissue. 

An independence of salt and water 
uptake has been demonstrated by 
First by 
eliminating the water uptake by an 
osmotic from the 
medium, when the salt uptake con- 
tinued (Fig. 19). The 
counter was effected with 
sugar or with magnesium sulfate. 

In intact plants with a complete 
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Fig. 16. Comparison of the water 
uptake of the different zones of a 


single root before and after treatment 


root system the water uptake cannot 
be interrupted in this way owing to 
the decreased water supply leading 
to increase of the suction tension in 


the leaves and in the vessels and this 
will effect the water uptake. By rais- 
ing the osmotic concentration of the 
medium around a single root, or 
around a particular zone of a root, the 
water supply of the plant is not altered and the suction tension in the 
xylem vessels remains the same. In this way it may be demonstrated for 
the test root that the salt uptake continues unchanged, while the water 
uptake is diminished by the counter suction of the medium solution 
(Fig. 19d). Long 1943 showed the same results with intact tomato plants 
reducing the water uptake by means of NaCl or sucrose to about 20% of 
the original value. without influencing the nitrate uptake. 


with a sucrose solution of 2.5 atm. 
(period lines). 


The vessels 


broken 
tension in the 
remained constant. 


indicated by 
suction 


Secondly, the independence of water and active salt uptake can be 
demonstrated by checking the salt uptake with inhibitors, whereas the 





Significance of the Symplasm Theory for Transport across the Root 


water uptake continues unchanged. M ac h- 
lis had found that it is possible to inhibit 
the salt uptake of the root by specific 
inhibitors of metabolism. 

Butler 1953 and Brouwer 1954 
showed that with inhibition of the salt up- 
take, the water uptake, which is less sen- 
sitive to inhibitors, continues. This again 
shows that water uptake and active salt 
uptake are fairly independent processes. 
The question should therefore be asked 
whether the turgescence condition affects 
the process of uptake or transport of salt 
in the symplasm. In experiments with 
Vallisneria leaves no apparent influence of 
the osmotic concentration of the external 
solution on the salt uptake has hitherto 
been found, any more than in other ac- 
cumulation processes. Only a _ concen- 
tration that causes plasmolysis gives rise 
to a considerable decrease in uptake. An 
indication of an influence of the tur- 
gescence on the plasmatic salt transport 
in Vallisneria leaves is being investigated 
at present (confer the addendum). One 
would be inclined to think of an influence 
of the turgescence condition on the con- 
ductivity for salt in the symplasm. An 
effect of this on the uptake can only be 
expected if the transport process in the 
root is limiting the uptake. So we arrive 
at the hypothesis that in basal root zones 
with increased suction both the 
ductivity for water and that for 
depend on the turgescence condition. 
Whether this influence affects the whole 
symplasm in cortex and in stele or only 
part of it, we must leave out of con- 
sideration for want of data. 

Not all investigators have claimed an 
influence of the increased transpiration on 
the salt uptake (among others van den 
Honert in 1933 and den Ho- 
nert, Hooymans and Volkers in 
1955). This may be due to various causes 
in consequence of which another process 
than the transport is limiting. One of these 


con- 
salt 


van 
































Fig. 17. Schematic longitudinal 
section of the apparatus used 
by Brouwer for experiments 
upon the salt uptake of the 
different root zones; made of 
perspex. A main vessel con- 
taining the bulk of the roots. 
B zone vessel. C aerationvessel 
connected with B by two trans- 
verse tubes. D side tube ad- 
mitting a constant stream of air 
bubbles into C causing a water 
circulation in B. E rubber disk 
fitting around the root, separat- 
ing two adjacent zone vessels B. 
F metal disk; strong springs 
attached to this disk press the 
series of zone vessels against the 
bottom of the main vessel A 
and hold the apparatus firmly 
together. 
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causes may be the high salt condition of the plant and the slight utilisation 
of the salts taken up. If the absorbed salts are not utilized for growth by the 
plant, and they cannot be fixed either in the plasm or the vacuoles, the 
salt taken up will continue circulating in the plant and the concentration 
of the salt in the symplasm of the root will be high. As discussed in the 
first paper with regard to the uptake, it may then be expected that the 
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Fig. 19. Comparison of the 








water and chloride uptake by 

parts of the root-systems of 

i three intact Vicia Faba plants 

L at two levels of suction tension 
/ a a 


in the xylem vessels and (d) 

Fig. 18. The nitrate, chloride, phosphate with osmotic counter suction 

and water uptake of the different root in the medium. Successive 

zones at low (I. s. t.) and high suction periods of 3 hours. Nutrient 

tension (h. s. t.) in the vessels (B rou w- solution 5mM CaCl, (Bro u w- 
er 1954). er 1953). 


uptake decreases or is quite suppressed; at any rate it will hardly increase 
with stronger transpiration. 

Helder (1952) demonstrated that on inhibition of the growth in maize 
plants owing to lack of phosphate the nitrate uptake stops as soon as the 
plant has been saturated with nitrate (Fig. 20). If through administering 
phosphate the growth is made possible again, the nitrate uptake is resumed 
at the same time. From this it appears that utilization of a substance in 
the plant can regulate the uptake. Therefore it may be expected that 
plants which have attained a saturation condition for a particular salt, will 
take up less of this salt than of an other salt with which they have not yet 
been saturated. In this case the salt consumption is limiting for the uptake 
of that particular salt. Under these conditions a stronger transpiration 
and a resulting stronger salt transport will not cause an increase in salt 
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uptake. Brouwer investigated this problem with rye plants which by 

means of a suitable pretreatment had been supplied more or less abun- 

dantly with phosphate or chloride (Fig. 21). In this figure the relation is 

given between uptake with high and with low transpiration. In plants 
take A Growth Uptake 8 Growth 
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Fig. 20. The influence of growth on the nitrate uptake of maize plants (Helder 
1952). The influence of varied phosphate supply on the growth (broken line) 
and on the nitrogen absorption (continuous line). Set A, B, C, D were at the start of 
the experiment in a low phosphorus, high nitrate condition. There were three 
periods of four days. During the first period sets A, B, C, D were on a Hoag- 
land solution without phosphate. The absorption has almost come to a stand- 
still at the end of this period. Set A was then placed on tap water for four days. 
Being replaced in nitrate solution in the third period it showed only a small 
uptake of nitrate. Set B was placed on phosphate solution during the second 
period. Growth and nitrate uptake were resumed. In the third period uptake 
dropped since growth was depressed by phosphate deficiency. In set C the plants 
were put on a phosphate solution of higher phosphate content. This promoted 
growth and nitrate uptake during the second and even the third period in which 
phosphate was withheld. In set D the plants were on a phosphate solution of the 
same high P content during the second period nitrogen being withheld. In the 
third period nitrogen was given and phosphate was withheld and as an after effect 
to the previous gift of phosphate nitrate uptake was considerably increased. 


rich in chloride but with low phosphate content (a) stronger transpiration 
does influence the phosphate uptake, but in a much smaller measure the 
chloride uptake. The same holds good for plants rich in phosphate (c). 
which take up little phosphate, but which do take up more chloride with 
stronger transpiration; plants low both in chloride and in phosphate show 
enhanced uptake of both ions (b). We saw that it is to be expected that 
by a quicker transport of the salt taken up from the symplasm and in con- 
sequence a lower concentration of the salt in the symplasm, the uptake 
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will be increased. .This effect, however, will be relatively much less 
noticeable with low salt concentrations in the medium, which are limiting 
for the uptake; an increase of transpiration will then hardly influence the 
salt uptake. 

The previous discussion was concerned with the influence of an increase 
in suction tension in the xylem vessels on the uptake of water and salts. 
It is clear that also an increase or de- 
crease of the osmotic value of the ex- 

ternal solution will have a direct osmotic 
. nl — chloride, low phosphate affect on the water uptake, which will 

ow chloride, low phosphate 2 ; i 
« /ow chloride, high phosphote + immediately be decreased or increased 
by it. This holds good both for exu- 
dation and for the transpiration stream. 

Some minutes after an increase in the 
medium concentration, however, the 
water uptake is again rising both with 
exudation and with transpiration. In 
the same way a secondary decrease can 
be observed some minutes after the 
immediate increase of water uptake 
caused by a replacement of the outer 
solution by water. We shall first an- 
alyse these secondary reactions in the 
exudation process. 

For exudation it has been demon- 
igs strated (Arisz et al.) that the se- 

condary increase after enhancing the 
osmotic concentration of the outer. so- 
lution is the indirect result of the di- 
minished water uptake. For the salt 
rye piiilg-ttth: Gillorenk settaiil: transport to the xylem continues at the 
ment. Nutrient solution during the 5@™€ rate so that the solution in the 
experiments 5mM CaCl, +1.5mM Xylem grows more concentrated. The 
KH,PO,. Periods a, b and c_ result will be that owing to the higher 
8 hours, each value being the mean concentration of the sap in the xylem 
of 3 sets (24 plants) (Brouwer vessels the water uptake increases 
1953). again till a new steady state has been 
reached. Van Andel (Fig. 22) has been 
able to demonstrate by determinations of the osmotic value of drops of 
exudation sap, that the osmotic value of this sap has indeed increased. 
The changes in the osmotic value of the exudation sap are not directly 
observed, but only after some delay, because of the time taken for the sap 
to reach the cut surface. 
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Fig. 21. The ratio between the 


uptake at high transpiration and 
the uptake at low transpiration of 


Various investigators, however, have given a different explanation for 
the process of exudation. They think that salts and substances such as 
sugars and mannitol can penetrate into the root tissue. Sabinin (1925) 
explains the increase of exudation after transfer into a salt solution by the 
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permeation of the salt into the root, which increases the concentration of 
the exudation sap. Renner (1929) agreed with this explanation. 
Eaton’s (1943) view on the osmotic regulation of the exudation process 
corresponds in various important points with our recent researches. He 
disagrees, however, in the explanation of the phenomenon of the slow in- 
crease in exudation appearing after the rapid osmotic regulation (Fig. 23). 
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Fig. 22. The influence of changing the osmotic value of a Hoagland solution 
by addition of mannitol on the rate of exudation (below) and the osmotic value 
of the outflowing sap in the roots. The broken line gives the theoretical osmotic 
value of the sap in the roots. The figure shows the increase of the osmotic value 
of the outflowing sap as a consequence of the increase of the osmotic value of the 
external solution. Since it takes some time before the sap in the root arrives at 
the cut surface there is a delay in the increase of the osmotic value of the out- 
flowing sap (van Andel 1952). 


He is acquainted with the fact that salts and large molecular substances 
such as sugars, are taken up into the cells by active processes. Whereas 
Sabinin assumes a diffusion of these substances in the roots, Eaton 
describes the uptake as an active accumulation process independent of the 
concentration gradient. The increase in bleeding in mannitol after an 
initial rapid decrease is explained by him by an uptake of mannitol into 
the root cells. Apparently he thinks that in his experiments with cotton- 
plants both mannitol and chloride penetrate into the xylem. 
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This point is of essential importance for our insight into the exudation 
processes, because the explanation we gave of the exudation process is 
based on experiments with mannitol, in which we started from the sup- 
position that mannitol is neither taken up actively nor passively and at 
least for the short duration of the experiment of 15 to 30 minutes does not 
penetrate to the xylem. This may be proved in two ways. First, we find 
hardly any organic substances in the exudation sap of the tomato plants 
used by us, secondly the course of an exudation curve in a Hoagland 

solution is influenced in the 


z Bs same way by addition of 
— SUCROSE , ser wath 
vy apenges MANNITOL isotonic solutions of rathinose, 





mannitol and thiourea. If 
these substances permeated 

_ Vo or were taken up actively, 
. we might expect that the 
uptake would be quite dif- 
r ; ; ferent for substances that 
differ so much both in mole- 
— CALLA CREE cular volume and in chemical 
a sea ee Saree structure. This indicates 
that during the short duration 

of the experiment they have 
no other than an osmotic in- 
fluence (Arisz et al. 1951). 
It was known that plants, 
even if the medium is pure 
TIME-MnuTes water, can continue to bleed 

Fig. 23. Exudation of tomato plants according for some time. From this it 
to Eaton. A comparison of the effect of ™ay be concluded that up- 
sucrose and mannitol above and of calcium- — take of salt from the medium 
chloride and sodiumchloride below. is not a necessary condition 
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for the exudation process. 

From van Andel’s experiments it has appeared that also on transfer 
of a plant from a Hoagland solution into an isotonic mannitol solution 
without salts, exudation continues not, however, at the same rate, but at 
about half or two thirds (Fig. 24). No mannitol is secreted to the xylem 
vessels in that case, but principally nitrate and some phosphate. This salt 
must come from a store which was partly deposited in the cytoplasm or in 
the vacuoles of the cortical tissue. This exudation without salt uptake 
from the medium was called tissue bleeding. Precisely its independence 
on the uptake of substances present in the medium tells against Eaton’s 
interpretation. 

We have now to discuss what happens when the intact plant is brought 
into a medium of higher osmotic concentration. Just as in the case of a 
bleeding plant, the water uptake first decreases rapidly and next it in- 
creases slowly (Renner, Brieger 1928) (Fig. 25). The rapid decrease is 
based on the osmotic countersuction of the medium. According to Renner 
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the subsequent increase would be due to the increase in suction tension in 
the xylem. Peris (1936) investigated an analogous phenomenon for 
Phaseolus multiflorus and explained it by a permeation of the substance 
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Fig. 24. Changes in the exudation caused by replacing a salt solution by an iso- 

tonic solution lacking salts and vice versa. The rate of exudation is represented 

in the lower part of the figure; the osmotic value of the sap in the middle part 
and the salt secretion in the upper part (van Ande] 1953). 





present in the medium solution into the root cells (Fig. 26). In Peris’s 
experiments the roots of an intact plant are placed in a potometer filled 
with water. First, the rate of water uptake from the potometer is deter- 
mined, next the water is rapidly replaced by a salt solution such as CaCl, 
Protoplasma, Band XLVI/1—4 3 
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or by a sugar solution and again the uptake from the potometer is deter- 
mined. At once the uptake is much lower. She attributes this phenomenon 
just as other authors do to the osmotic influence of the higher osmotic 
medium concentration. The subsequent rise in water uptake would be due 
to permeation of the salt or the sugar. This view much resembles 
Sabinin’s and Renner’s view on the bleeding. When the root system 
is returned from the salt solution to water, the water uptake is first con- 
siderably enhanced, but diminishes again till the same level has been 
reached as at the beginning of the experiment. Here again there is first 

i eae a rapid osmotic regulation, but 
+0.90 Rohrzucker it is stronger now than on 
transfer from water to salt 
solution. She thinks this due 
to permeation of salt or sugar 
+0. 60 in the preceding period. Next 
follows a secretion of the salt 
or sugar initially taken up by 
the roots, after which the water 
uptake again reaches the ini- 
tial value. 

On the ground of his ex- 
periments on diffusion in the 
root of Vicia Faba, in which 
salts or sugar diffused between 
-0. medium and xylem vessels 
-0.20 W iersum’s opinion was that 

ae =. we Peris’s experiments can be 

Fig. 25. Influence of increasing the osmotic explained by diffusion. As 

value of the external solution by replacing both Butlerand Brouwer 

water by 0.18M sucrose on the uptake of found that salt uptake is an 

water by a transpiring plant (Brieger). active process and can be com- 

pletely inhibited by 2, 4-di- 

nitrophenol, there was reason to check whether P e ris’s experiments could 
not be explained in another way than by passive diffusion in the root. 
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Therefore on my request Brouwer made an experiment with Vicia 
Faba (Fig. 27), in which the root system was transferred from water to a 
salt solution and from the salt solution back to water. The roots were in 
the main vessel of his potometer, one of the roots occupying two micro- 
potomeiers, one for the tip and one for the basal zone. The micropoto- 
meters remained filled with water during the whole experiment; this root 
will further be referred to as reference root. It serves as indicator of the 
suction tension in the xylem. The waiter uptake of the more basal zone 
will show the Brewig effect on increase of the suction tension in the 
vessels, while also the potometer round the apical zone cannot give a quite 
correct picture of the suction tension either. Though the suction tension 
in the xylem cannot be directly determined in this way, we can at least 
get an estimation of it. In the figure (D) the water uptake of the whole 
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reference root has been indicated by a solid line, that of the individual 
zones by a and b. 

Besides the transpiration of the plant was determined by weighing the 
plant together with the potometers (B). At the same time some data have 
been obtained on the opening of the stomata by the method indicated by 
Froeschel (1953). 

If the root system is transferred from water into potassium nitrate 
solution of a 4atm. osmotic con- 10 





centration the rise in osmotic con- 
centration of the medium im- 
mediately causes a decrease in water 
uptake (C). This can even change 
into a counter suction of water. 
After 3 minutes, however, the water 
uptake starts increasing. 

Brouwer demonstrates that 
the suction tension in the wood 
vessels, as to which the reference 
potometer supplies data (D), in- 
creases, This is accompanied by a 
decrease in transpiration (B). Ini- 
tially the transpiration diminishes 
slightly, later a little more. Owing 
to the strongly decreased water 
uptake, however, the plant loses 
water in this period, so that the 

es ee 210 
water content of the plant diminishes Minuten 
(E). This is the actual cause of the Fig. 26. Influence of CaCl, in different 
increase in suction tension in the concentrations on the water uptake of 
xylem vessels, which can be ob- a transpiring plant of Pheseolus multi- 
served in the reference root which florus (according to Peris). 
is in water. The decrease of the 
transpiration is, as appears from the determination of the aperture of the 
stomata due to a partial closure of the stomata. After some time a new 
steady state is reached, in which loss and uptake of water are equal. 

When next the potassium nitrate solution is replaced by water, this 
immediately causes a strong increase of the water uptake (c), because the 
difference in suction tension between vessels and medium is suddenly 
enhanced. This at once results in an increase of the water content of 
the plant (E), so that the suction tension in the vessels diminishes (D). 
The result is that the water uptake also decreases rapidly and a new level 
is reached. 

The changes in water uptake due to exchanging water for potassium 
nitrate solution and potassium nitrate solution for water, therefore are the 
results of the changes in the difference in suction tension between vessels 
and medium, which regulates the water uptake and by which secondarily 
water balance, transpiration and suction tension are regulated. Possible 
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changes in conductivity have not yet been taken into account. At any 
rate it appears convincingly that Peris’s view is incorrect that the 
change of the water uptake after the initially rapid osmotic regulation 


mg 73 
Transpiration 40 





Water uptake 

















y 
Water ugtake 
L 


relerence root 



































Net water loss 








o $ 70 5 ’ 25 30 3 /periods 

water | ANOQ, water 
Fig. 27. A. A plant of Vicia Faba with roots in the main vessel of Brouwer's 
perspex apparatus, one of the roots enclosed in two micropotometers filled with 
water during the whole experiment. This root serves as reference root for the 
suction pressure in the xylem vessels. B. Transpiration determined by weighing 
the plant. C. At the first arrow the plant is transferred from water to a 4 atm. 
KNO, solution. At the second arrow it is replaced into water. D. Total water 
uptake of the reference root. a tipzone, b basal zone. E. Net water loss of the 

plant (Brouwer, unpublished). 


would only be due to the permeating of potassium nitrate into the roots. 
For in that case the water uptake by the reference root would remain equal. 
So a change of mechanical suction tension certainly plays a part. By the 
difference in behaviour between apical and basal zones the reference root 
gives an indication of what must take place in the rest of the root system. 
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viz. that owing to the increase in suction tension the conductivity for water 
increases. Peris has not taken this possibility into consideration. 

It is a striking fact that both in Peris’s and in Brouwer’s ex- 
periments on transition from the osmotically higher concentration to water 
the leap is greater than on transition from water to an osmotically higher 
concentration (C). It is difficult to determine these leaps accurately, 
because they are so rapid and the change of liquid requires some minutes. 
The leaps are due to the change in medium concentration, which is equal 
in both directions, so that it may be expected that the leaps would be equal 
ioo if the conductivity would not have been altered. The difference found 
must be based on the change in conductivity for water in the root under 
the influence of the increased suction force in the xylem vessels. 

Summarizing the contents of this paper, we can state that there is 
a remarkable similarity between the influence of suction force on water 
and salt transport. This can at least partly be attributed to the participation 
of the cytoplasm in both processes. The conductivity of the root for water 
and salt transport in normal and in bleeding plants shows many points of 
resemblance. We shall revert to this point in the following section. 


Ill. Transport of substances in the symplasm of the root 


In the preceding sections we made use of the symplasm theory which in 
its most general form assumes that the cells of an organism are connected 
by numerous protoplasmatic threads and in this way make a plasmatic 


contact possible between adjoining cells. It appeared to be possible to 
demonstrate for Vallisneria leaves that the symplasm theory is important 
for transport, so that a substance is translocated between contiguous cells 
without leaving the plasm (Fig. 1). By this the physiological significance 
of plasmatic connections has been demonstrated for intercellular transport. 

At the same time a natural relation was indicated between three proces- 
ses: absorption of substances into the symplasm, translocation of those sub- 
stances within the symplasm and secretion of substances from the symplasm 
into the vacuoles. With the aid of inhibitors it could be demonstrated that 
the first and the third process are active processes, dependent on metabolic 
processes in the plasm. 

We then discussed the factors that determine the uptake into the sym- 
plasm using data obtained with various objects both by ourselves and by 
other investigators. 

The insight obtained we have applied to the processes of uptake and 
transport of water and salts in the root. Against the view that salts in 
order to be transported in the root tissue have to be taken up by each cell 
in turn on one side and secreted on the other side, we have opposed the 
symplasm theory. which for the root leads to the view that after passing 
the outer layer of the root symplasm a salt is transported in the symplasm 
of the cortical cells. On their way through the symplasm the salts can be 
stored in the vacuoles or again released and moved on to the vessels. 

In the second section we have compared the processes of water and salt 
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uptake during the exudation of decapitated plants with those of trans- 
piring intact plants. It is striking how closely the two processes cor- 
respond. With the intact plant water absorption takes place, when the 
mechanical suction tension in the vessels caused by transpiration, is greater 
than the osmotic tension of the outside solution. In case of the bleeding 
plant the point at issue is the osmotic suction of the solution in the vessels 
in relation to that of the external solution. In both processes an almost 
immediate regulation of the rate of water absorption takes place, as soon 
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Fig. 28. Influence of successive changes in the osmotic value of the medium on 

the course of the exudation of a tomato plant. The osmotic value of a Hoag- 

land solution is increased by adding different concentrations of mannitol 
(Arisz, Helder, van Nie 1951). 


as one of the acting forces is increased or decreased. Therefore, the con- 
ductivity in the root must be the same in both directions, from the outside 
to the inside and from the inside to the outside. This tells against a co- 
operation of active water secreting mechanisms in the water transport in 
the root. 

After the primary osmotic regulation of water absorption on a change 
in the suction tension of the medium secondary regulations come into play 
in both processes due to the changed water absorption. 

Owing to the slower water absorption and the resulting negative water 
balance the mechanical suction tension in the vessels increases in the intact 
plant and consequently the water absorption is again increased. Under the 
influence of the increased suction tension in the vessels, we moreover see 
an increased conductivity for water and salt in the basal zones of the root. 
These effects only attain a maximum value after some time has passed. 
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while it likewise takes some time after the increased suction tension has 
ended, before conductivity again attains its initial level. 

We have now to discuss the secondary regulations of a bleeding plant 
which is put in a higher osmotic concentration of the external solution and 
has displayed a rapid primary osmotic regulation. 

It has already been emphasized that the osmotic value of the exudation 
sap in the vessels increases owing to the decrease in water absorption while 
the salt secretion remains unchanged; thus, a secondary increase in water 
absorption and exudation follows. 

If for the exudation only observations are compared in which the action 
of the increased concentration of the medium lasted but for a short time, 
the conductivity for water and salt remains unchanged. 
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Fig. 29. Rate of exudation of a tomato plant kept for a longer time on a 
Hoagland + mannitol solution. The conductivity of the root decreases (A ris z, 
Helder, van Nie 1954). 


If the higher medium concentration is allowed to act for a longer time. 
a distinct change in conductivity for water can be demonstrated. This 
appears for instance from Fig. 28. Here, Arisz and others observed that 
the higher the osmotic concentration of the medium solution during this 
period the lower was the conductivity for water. The leap in the rate of 
exudation on transfer from a Hoagland solution to a similar solution 
to which mannitol was added, is greater than on transfer from a Hoag- 
land solution with mannitol to one without. From the leaps it can be 
computed that the conductivity for water must have decreased with the 
higher osmotic concentration of the medium. This result is surprising. 
because it is the reverse of what has been found for the intact transpiring 
plant. Even more distinctly appear the changes in conductivity when the 
plants remain in the higher medium concentrations for a still longer time 
(1% hour). In Fig. 29 it is seen that after a longer time in a medium of 
higher concentration the leaps decrease and exudation becomes less. This 
is due both to decrease in conductivity for water and to a diminution of 
salt secretion to the vessels. This means that conductivity for salt has 
decreased as well. 
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The result of this discussion is that there seems to be a distinct difference 
in the reactions of the root tissue with regard to exudation and trans- 
piration, both of which are probably based on the decrease of the turge- 
scence condition of the root tissue. With exudation there is a decrease in 
conductivity for water and salt, with transpiration an increase. This dif- 
ference, however, is not so strange, if we take into consideration that 
exudation is specially due to the activity of the apical part of the root, 
whereas in increase of conductivity in intact transpiring plants the basal 
zones are specially involved. Brouwer (Fig. 15) found for the intact 
plant that with increased suction the conductivity of the apic zone de- 
creases in contrast with that of the basal zones. In the intact plant the 
water absorption by the basal zones predominates with stronger suction. 
This indicates that the different reaction of intact and exuding plants on 
increased suction is the consequence of the fact that different zones of the 
root are involved in the two processes. The observations by Koehnlein 
(1930) previously mentioned indicate that on suction with a pump at the 
stump of a bleeding plant the basal zones join in causing the exudation, 
the conductivity increasing after some time just as in the case of the intact 
plant. After the atmospheric pressure has been restored exudation on the 
increased level continued for some time. This point deserves further 
investigation. 

It is a striking fact that with exudation as well as with the intact plant 
both the conductivity for water and that for salt mostly change in the same 
sense (cf. van Andel, p. 511 e.s.). 

It is not impossible that the extent of the suction exerted should affect 
the change in conductivity in the apical zone. From Tables 7 and 8 of the 
research of Arisz et al. (1951) on exudation it may be derived that with 
low external concentrations conductivity increases, whereas with higher 
ones it decreases. Similar differences were found by Brouwer in some 
cases for the influence of transpiration on the water uptake by the apical 
zone of the root. Compare Fig. 15 with the figure previously published by 
Brouwer (Brouwer 1954, Fig. 2). This subject deserves a more ex- 
tensive investigation. The cause of the increase in conductivity for water 
of the older basal zones of the root with higher suction tensions is still 
insufficiently known. They are partly connected with the state of turge- 
scence, but there may be other factors as well that effect the conductivity 
for water (cf. addendum). 

As far as the intact plant is concerned, the cause of this phenomenon 
may partly be that a salt solution is translocated in the walls of the tissue 
outside the symplasm, but as far as water and salt migrate in the symplasm 
it must be something of fundamental importance. Here we think in the 
first place of an influence of turgidity on hydration and consequently on 
the conductivity of the plasm. 

Hagan (1949) made the interesting observation that there is a diurnal 
cycle in the hydration of the cytoplasm of the root system. He observed 
(Fig. 30) that the root system of a detopped sunflower plant takes up water 
at the cut surface during the night and gives it off partly during the day. 





Significance of the Symplasm Theory for Transport across the Root 41 


The hydration of the plasm is connected with the viscosity and the con- 
ductivity of the plasm. Especially in relation to the investigations of 
Stalfelt and Virgin many interesting problems have still to be in- 
vestigated in this field. 

The ions taken up into the symplasm must be transported to the stele 
(Fig. 9). The endodermis with the Casparian strips renders impossible 
a passive permeation of ions from spots outside the cortical symplasm that 
is from the cell walls of the cortex into the stele. All ions have to pass 
the plasm of the endodermal cells, the path through the cell walls being 
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Fig. 30. Diurnal cycle in the water uptake at the cut surface of a detopped sun- 
flower plant (Hagan 1949). 


blocked. From the data on the endodermis gathered by Guttenberg 
(1943) it appears rather likely that plasmodesmata also occur in the radial 
and tangential walls of the endodermal cells. This means that symplasm 
of cortex and stele cohere at the endodermis. As a result the ions present 
in the symplasm of the cortical cells can easily pass the endodermis. 
It seems rather likely that in the stele the transport likewise takes place in 
a symplasm, so that from epidermis to wood vessel an uninterrupted 
plasmatic transport is possible. It is the wood parenchyma cells that give 
off the salts to the wood vessels. Pursuing this train of thought there is 
no need to ascribe a special pump function for water to the endodermal 
cells, as Ursprung used to do. For, as we have discussed, the con- 
ductivity for water from outside to inside and vice versa is the same. The 
function of the endodermal cells probably is to prevent salt (and may be 
other substances like auxine (Guitenberg 1943) from being given off 
from the stele in another way than by passing the symplasm. Whether 
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the endodermal cells can actively take up salts which have penetrated so 
far through the walls, is experimentally not proved. 

The question is now whether in the exudation process the salt secretion 
to the wood vessels is an active process. For tomatoes van Andel found 
that on transfer of a plant from a solution containing nitrate to an isotonic 
mannitol solution without nitrate (Fig. 24, below) exudation starts de- 
creasing immediately after the change of medium and gradually reaches 
a lower level. After returning the plant to a solution containing nitrate. 
exudation increases at once till the previous level has been reached. From 
this it appears that exudation in an isotonic but saltless medium continues, 
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Fig. 31. Changes in the rate of exudation of a tomato plant resulting from changes 
in the composition of the medium. A solution of KNO; immediately increases the 
exudation rate. KH,PO, and KHCO, are without effect (van Andel 1953). 


although at a lower rate. The osmotic value of the exudation sap remains 
about the same (Fig. 24 in the middle), but the amount of sap exuded 
diminishes (Fig. 24, below) as the salt secretion decreases to almost half its 
former value (Fig. 24 above). 

If the root system is transferred from a salt solution to water, the 
osmotic concentration. of the medium is altered too, which results in much 
more complicated regulations, likewise analysed by van Andel. Here, 
however, they need not be gone into, as they do not yield new aspecis for 
this discussion. 

So we see that a plant that cannot take up nitrate ions from outside, 
continues secreting nitrate ions to the vessels, though to a slighter degree. 
This secretion can go on for some days without further absorption from 
the medium at a slowly decreasing rate. When salt is lacking the secretion 
stops. This is indicative that there is no active secretion of water in the 
root to the xylem vessels. 

The secretion of the salts stored in plasm or vacuole is here called tissue 
exudation. Tissue exudation is immediately increased when nitrate or 
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chloride is added in the medium. Phosphates and bicarbonates have not 
such a direct influence on the exudation (Fig. 31). The additional exudation 
which is due to the uptake of nitrate ions from the medium is therefore 
called the uptake exudation. The degree of increase depends on the con- 
centration of the salt, in this case nitrate, in the medium. There is an 
instantaneous effect of the nitrate uptake on the secretion to the xylem 
vessels. The fact that the increase of the uptake is immediately noticeable 
indicates that the uptake process was limiting the translocation of ions 
into the xylem vessels. It was shown by van Andel (1953) that the 
uptake exudation is increased by addition of sucrose to the external 
solution, whereas the tissue exudation was not influenced. This indicates 
a connection of the ion uptake in the symplast with metabolism. Owing 
to the active uptake process a higher salt concentration in the symplasm 
of the root cells arises causing an increased rate of the nitrate ions trans- 
port in the symplast, and an increased secretion to the vessels. Transfer 
from a nitrate solution to a solution free from nitrate causes an immediate 
fall in the rate of exudation and has a direct influence on the salt transport. 
So the question arises if this immediate increase of the secretion is in 
harmony with an active secretion of the ions into the xylem vessels. 

Lundegardh abandoned the assumption that the salt secretion to 
the vessels is connected with metabolism some years ago (1950). His new 
conception is “that salt exudation proceeds independently of any metabolic 
process. In the tissues inside the epidermis a high salt permeability 
prevails, enabling a comparatively rapid flux of salts into the stele” 
(l.e. p. 149). 

In order to get an impression whether the assumption of a pump action 
to understand the polar process of the salt secretion to the xylem vessels 
is well founded, it seems attractive to compare the salt secretion in the 
vessels with a typical secretion of salt glands which occur in large numbers 
in the leaves of Plumbaginaceae (Arisz et al. 1951, p. 289). Structure and 
function of the salt glands was fully investigated for Statice by Ruhland 
in 1915. These experiments have been repeated and extended in my 
laboratory (A risz et al. 1955). Moreover the salt glands in the leaves of 
Spartina Toronsendii have been described by Skelding and Winter- 
botham (1939). Ruhland found that the glands of Statice Gmelini 
(Fig. 32) consist of a complex of 16 cells rich in plasm and with large 
nuclei. The diameter is 43—46u. There are 640-740 glands per cm?. 
Vacuoles either do not occur in the gland cells or are but of a small size. 
On the outside the complex is covered by a cuticle, in which there are 
four pores (p), one in each secreting cell (s). At these places the secreted 
salt solution emerges. Between the cells of the gland and the collecting 
cells (c) is a cutinized wall bounding the gland at contact with the meso- 
phyll. Since an increase of salt concentration takes place inside the gland 
this prevents leakage of salt through the walls of the gland cells to the 
mesophyll. Communication between mesophyll and plasm of the gland 
cells is only possible through the coJlecting cells, which are provided with 
a number of passage spots lying in the walls bounding the gland. Ruh- 
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Fig. 32. Comparison between the 
structure of a salt gland from the 
leaf of Statice Gmelini (after R uh- 
land), a salt gland of Spartina 
Tomnsendii (after Skelding and 
Winterbotham) and a transverse 
section of a root. In the upper part 
of the figure: A secretion cell; P 
pore: B adjoining cell; C collecting 
cell; D epidermal cell; E cup cells; 
F mesophyll cell. 
In the middle figure: A cap cell; 
B basal cell; C epidermal cell; D well 
of the hydathode: E mesophyll cell; 
F pore in the wall of the adjoining 
epidermal cell. In the lower figure: 
~w.h.root hair: epepidermis; s cortex: 
endendodermis: ph phloem: x xylem 
c cambium. 


land arrived at the conclusion that 
under fairly high pressure the glands 
give off a liquid of which the sodium 
chloride concentration is equal to or 
somewhat higher than the NaCl con- 
centration in the leaf cells. He deter- 
mined the osmotic value of the se- 
creted salt solution by the Barger 
method. It is, however, doubtful 
whether the concentration of NaCl in 
the plasm of the secreting cells will 
be as great as the average NaCl con- 
centration in the leaf. 

From observations in my laboratory 
by Miss J. Camphius, Miss 
H. Heikens and Mr. A. J. van 
Tooren it has appeared that the 
glands of Limonium latifolium are very 
active when placed on a salt solution 
and secrete per leaf disc of 150 mg. 
about 70 mg. of liquid in 24 hours. 

When a leaf disc containing NaCl 
lies on water, the NaCl concentration 
of the secreted liquid is initially high 
and decreases according as the salt 
content of the leaf decreases owing to 
secretion. The quantity of liquid may 
remain the same for one or two days, 
after which it will decrease. 

The influence of the temperature 
on the process of secretion is remark- 
able. It does not influence the con- 
centration of the secreted solution but 
is does affect the rate of secretion. In 
order to check the above, discs of 3 cm. 
diameter were punched from a leaf 
that had absorbed NaCl through the 
petiole for 24 hours. The secretion 
was investigated at 53°C. and at 20°C., 
the leaf segments lying on filter 
paper saturated with a 0.34M solution 
of NaCl. In a first series the osmotic 
concentration at 35°C. was 0.46 and 
045M at 20°C.: in a_ second 
series 0.37 and 0.39M_ respectively, 
so-in both cases was equally high at 
39C. and at 20°C. The quantity of 
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secreted liquid in 24 hours, however, was 2.5 times greater at 20°C. than 
at 59°C. This gives the impression that the composition of the secreted 
solution depends on the salt concentration present in the gland cells. 

The dependence of the secretion on metabolism appears from its ces- 
sation when oxygen is withdrawn. Inhibitors of metabolism likewise 
greatly affect the secretion process. They increase or decrease the rate of 
secretion according as the concentration of the inhibitor is lower or higher. 
The conéentration of the secreted solution is not affected by the inhibitors: 
among these are substances as KCN, Azide, 2, 4-dinitrophenol, iodoacetate, 
NaF and Na arsenite. 

The osmotic concentration of the secreted solution is invariably higher 
than that of the solution on which the leaf is placed during the secretion. 
The concentration of the secreted drops could not be changed by evaporat- 
ion during these experiments because the leaf surface was covered by a 
small closed chamber. With the leaf disc on a solution of 0.171 M NaCl the 
NaCl concentration of the secreted solution was 0.290 M NaCl; on a 0.342 M 
NaC] solution 0.430 M. So the concentration of the secreted liquid is about 
0.100 M NaCl higher than of the external solution. 

The osmotic concentration of expressed sap of the leaf was found lower 
than that of the secreted liquid. The osmotic value of the liquid was 
determined with the aid of Baldes and Johnson’s osmometer (van Andel 
1953). For instance, the osmotic value of the expressed sap of the leaf was 
equivalent to 0.346M NaCl whereas the osmotic value of the secreted 
solution amounted to 0.402 M NaCl. So we find that the osmotic value of 
the secreted solution is both higher than that of the solution on which the 
leaf disc lies (0.342 M NaCl) and that of the expressed sap of the leaf. 

This indicates that osmotic work has to be performed to keep secretion 
going. The solution secreted by a leaf provided with NaCl may be ex- 
pected to be almost isotonic with the contents of the gland cells. It is 
hypertonic with respect to the mesophyll cells and the external solution. 

Less is known about the glands of Spartina Toronsendii, but it is clear 
that they show considerable points of resemblance (Fig. 32 in the middle). 
In Spartina one big basal gland cell carrying a cap cell, lies sunk among 
4 epidermal cells. The liquid emerges from the plasm of the adjacent 
epidermal cells at special spots, where pits opening to the exterior occur 
and the cuticle is lacking. These pits pass the secretion into the well 
shaped space between the gland cells and the four surrounding epidermal 
cells. The basal gland cell communicates by numerous pits with the meso- 
phyll from which the salt is absorbed and with the four epidermal cells 
from which the liquid emerges. The wall of the basal cell consists of 
cellulose except for an annular segment between the line of attachment to 
the four epidermal cells and the fastening to the cap cell, which is com- 
pletely cuticularized. The concentration of the solution is given as amount- 
ing to about 4M. This concentration corresponds with the value of the 
secreted liquid in Statice. Of course it will likewise depend on the salt 
content of the leaves. 

The glands of Statice and of Spartina correspond as to their structure. 
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though they differ in so far that in Statice there is a complex of gland cells 
rich in plasm, whereas in Spartina there is only one typical gland cell. 
Their function is the same, the absorption of salt from the mesophyll tissue 
and the excretion of a salt solution. In the complex of gland cells in 
Statice, the gland is separated from the surrounding tissue by cutinized 
cell walls. This may be of importance with a view to preventing loss of 
salt through the walls of this cell complex. The single gland cell of 
Spartina functions without other closing membrane than the peripheral 
layer of the cytoplasm. _ There is, however, an interesting difference, for 
in Statice the secretion emerges through pores in the outer wall of the four 
inner secretion cells, whereas in Spartina the liquid comes out through pits 
in the wall of the adjacent epidermal cells, which do not have the typical 
structure of gland cells. The gland cells rich in plasm have to do osmotic 
work, by taking up salt from the adjacent leaf cells while they secrete 
a salt solution through the symplasm at the pores. The constellation in 
Spartina shows that the secretion from the symplasm need not be a process 
requiring energy itself, but can be the result of a pressure developed in the 
gland cell and forcing out the liquid through the pores of the epidermal 
cells). Ruhland found that also with Statice only turgescent leaves are 
capable of secreting. 

This indicates that not the loss of liquid through the pores is the active 
process but the maintaining of the pressure in the gland cells by intro- 
ducing osmotic substances. The higher the turgor pressure the larger the 
rate of secretion will be. This is in accordance with the influence of an 


increase of the osmotic value of the external solution on the secretion 


process. 

On our comparing the structure of the root with that of the salt glands 
discussed above, a striking correspondence appears, i. e., that in the 
endodermal cells of the root the Casparian bands and in the salt 
gland of Statice the cutinized walls do not allow water and salt to pass 
and separate the salt absorbing tissue from the secreting tissue. Only 
plasmatic transport is possible between these two parts. In Statice and 
Limonium it is clear that this barrier makes possible the higher concen- 
tration of the salt in the gland cells, by preventing loss of salt from the 
gland. Here inside the cutinized walls lie the active gland cells which 
take up salt from the mesophyll against a concentration gradient at the 
Passage spots. 

If we wanted to consider the root structure analogous to that of a salt 
gland, we might come to the following representation. . First, the salt is 
actively absorbed into the symplast of epidermal and cortical cells and may 
be accumulated in the vacuoles of these cells. 

It may be imagined that from the vacuoles of the cortical cells salt leaks 
into the symplasm, which causes a rise in salt concentration in the cortical 
symplasm and results in a movement of ions in the plasm to the stele. 
This diffusion process may be accompanied by an active process brought 
about by cells in or inside the endodermal layer. This active process would 
be equivalent to the active process in the secretion cells of the salt glands. 
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We need not assume an additional mechanism in the wood parenchyma cells 
adjoining the wood vessels for giving off salts. The wood parenchyma cells 
might give off the salt solution in the same way as the epidermal cells in 
Spartina through their half bordered pits to the outside, i.e., in this case 
to the xylem vessels. 

The presence of an active process inside the stele is still dubious. The 
exudation is much less sensitive to inhibitors than the salt glands. The 
parenchymatous tissue inside the stele has not got the appearance of a 
glandular tissue rich in plasm and with large nuclei. This last objection 
is not important, because many cells that undoubtedly possess the ability 
of accumulating substances, do not have the aspect of gland cells either. 

The second point is the question already mentioned whether the imme- 
diate increase of exudation after adding nitrate to the external solution is 
in harmony with the presence of an active mechanism in the stele. This 
may be the case if ‘the active process reacts immediately on an increase of 
the nitrate ion concentration of the symplasm, this increase being the result 
of the nitrate ion uptake from the external solution. 

Crafts and Broyer assumed that the ion transport is caused by the 
difference in oxygen supply between cortex and stele; the good oxygen 
supply of the cortex causing accumulation of ions and the low oxygen 
supply inside the stele loss of ions. It may be wondered if this theory can 
be applied to the tissue exudation which is going on when the root system 
is in pure water, since active uptake from the medium is not present here 
and cannot act as the driving force for symplasmatic transport. 

Fig. 33 gives a survey of some opinions about the localisation of active 
processes in the root. 

In a there is a chain of cells between epidermis and xylem each absorb- 
ing the ions at one side and giving them off at the opposite side. In this 
way the substances arrive in the xylem vessel (Lundegardh 1949, 
Arens, Arnold). In b there is a symplasm taking up ions at the outside 
of the root and translocating them to the xylem. The active force direct- 
ing the movement is an oxydation reduction potential difference (Cra fis 
and Broyer). In ¢ the symplasmatic transport brings the ions to the 
endodermal layer. From there they diffuse into the xylem. 

In d there is active uptake into the symplasm at the outside of the root, 
further transport in the symplasm and a mechanism which causes active 
transport from the endodermis to the xylem. These problems have not yet 
been solved satisfactorily. 

In regard to the functioning of the salt glands and the root the interest- 
ing result has been obtained that in both systems the osmotic concentration 
of the exuded liquid is rather constant under different conditions. It is not 
changed by temperature of inhibitors. Only change of the osmotic value 
of the medium gives an osmotic regulation of the concentration of the sap. 
The amount of the liquid exuded depends on the presence of osmotic sub- 
stances in the tissue. This indicates that there is no active secretion of 
water. 

This leads me to the last point we have to discuss in this paper, the 
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transport of ions in the symplasm. About the nature of this process I can- 
not yet form an idea. The available data do not enable us to ascertain 
whether this is an active process requiring metabolic energy or a process 
regulated by concentration (activity) differences. It occurs in the cyto- 
plasm, so that we are justified in expecting that the condition of the plasm 
especially hydration and viscosity have a great influence. We have already 
come across indications of such influence in these discussions. 


One point may perhaps be further discussed here, because it has 
attracted the attention of many investigators from of old. This is the in- 
fluence of protoplasmic 
streaming on the transport 
of substance, about which 
Hugo de Vries was the 
first to formulate a hypo- 
thesis in 1885. Bierberg’s 
experiments in 1909 with 
lithium salis on Vallisneria 
leaves seemed to confirm it, 
but a repetition of these ex- 
periments by Kok in 1932 
in my laboratory gave no 
corroboration. For lithium 
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salts she found only slight 
translocation, slighter than 
with diffusion in agar. The 
discovery of the active up- 
take of amino acids and 
asparagine in Vallisneria 
(Arisz and Oudman 1938) 
and some years after of the 


symplasm or the free space. f. The only active 
process is located in the endodermis or the stele. 


uptake of salts in the vac- 
uole, which process is sen- 
sitive to light, gave a better 
insight into the possibilities for the uptake and the transport of such polar 
substances and ions. It was quite clear now, why Kok had not found any 
uptake in her experiments in the dark. May be Bierberg was successful. 
because he worked in the light. So far, however, we have failed to corro- 
borate Bierberg’s experiments with lithium salts. Meanwhilea considerable 
transport has been shown for chlorine ions in Vallisneria leaves, favourable 
conditions for it being a supply of sucrose and exposure to light (Table 1). 
Uptake occurs in the dark if the transporting tissue is exposed to light. 
Not that the transport itself depends on the light, but the secretion of the 
chlorine ions into the vacuole is promoted by light, which process is used 
as an indicator of a transport having occurred in the symplasm. A much 
stronger uptake and transport is obtained by exposing the absorption zone 
to light. This proves that when the absorption zone is in the dark the 
uptake process limits the transport to the free part of the leaf. 





Significance of the Symplasm Theory for Transport across the Root 49 


This shows that uptake in the symplasm and secretion to the vacuole 
are separate processes both promoted by exposure to light. It must, how- 
ever, be pointed out that in Vallisneria leaves anion transport may be 
restricted to chlorine ions and that the conditions which promote it are not 
yet fully known. Phosphate ions which are likewise taken up under the 
influence of light, are transported only to a small extent. Evidently they 
are bound in the plasm or fixed in the vacuole. Nitrate ions are hardly 
taken up. 


Table 1. Influence of exposure to light on uptake and transport in Vallisneria 

leaves. The table gives the result of four experiments on the influence of light 

on the uptake and transport of chloride in Vallisneria leaf lengths of 5cm. Ab- 

sorption zone and free part are each 2.5cm. During the 24 hours’ pretreatment 

in a 0.05 M sugar solution the leaves were exposed to light. Uptake in ug. Cl from 

a 1/10 M KCl + CaSO, solution in 2% agar. The free part of the leaf on wet filter- 
paper, 25°C, 





Exposure to light Increase of chloride 





green house cellar, high salt | cellar, low salt | “cellar, low salt 


free abs. free abs. free abs. free abs. free 
part part part part part part part part part 





dark  103— —3 (100) 110— —3 (107) | 117— 82 (199) 56 (202) 
dark 199— —7 (192) | 200— 66 (266) 373— 146 (519) | 4: 56 (500) 


light 121— —7(114) 102— 67 (169) 142— 46 (188) 5 78 (202) 
light 197— 35 (232) | 334— 110 (444) | 475— 280 (755) 4 295 (884) 


dark 103— —3 (100) 110— —3 (107) 117— 82 (199) 56 (202) 
light | 121— —7 (114) | 102— 67 (169) | 142— 46 (188) 156 78 (234) 


dark | 199— —7 (192) 200— 66 (266) 373— 146 (519) | 454 46 (500) 
light 197— 35 (232) | 334— 110 (444) 475— 280 (755) | 589 295 (884) 


The question might be asked whether the transport of chlorine ions is 
connected with protoplasmic streaming. Some of my students have made 
observations on this subject with Vallisneria (Miss M. Heikens and Mr. 
C. Jager). They found that weak KCl concentrations, with CaSO, added 
or not, have an inhibitory influence on the protoplasmic streaming. From 
Fitting’s experiments (1925) it was known that the protoplasmic stream- 
ing stops in Vallisneria after some hours in distilled water: according to 
Schweickerdt (1928) exposure to light induces streaming. If one puts 
the leaves into a 1/1000 M KCI solution in the dark, the plasm remains 
without movement, after a 10 minutes’ exposure there is no plasmatic 
streaming either, whereas such an exposure has a distinct effect, if the 
leaves are in distilled water. The influence of the salt seems to depend on 
the cation. For the time being this result does not encourage us to expect 
that the transport of chlorine ions is connected with protoplasmic streaming. 
This is the more striking as in various objects a correlation of protoplasmic 
streaming and transport of substance has been found. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 
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Here I have in mind in the first place the transport of growth substance 
in Avena coleoptiles, but also the transport of amino acids and phosphate 
by Drosera tentacles studied in this laboratory (A risz 1953). With regard 
to the latter the question must be put whether there is a relation between 
transport and the well known aggregation phenomena. The experiments 
which have hitherto been made on the connection between aggregation 
and transport, have not yet decisively shown a relation between these 
phenomena, though there are indications. The conclusion must suffice that 
though it seems acceptable that protoplasmic streaming plays a part in the 
transport, we have not yet succeeded in proving it conclusively. 

This has brought me to the end of this discussion of transport of sub- 
stance. It is with this problem as with other physiological problems, that 
according as one penetrates deeper into the phenomena the difficulties in 
the research increase. It may surely be considered a step forward that the 
significance of the parenchymatous transport need no longer be doubted. 
Especially Mason’s, Maskell’s and Phillis’s experiments have made 
it clear that this transport in the plant is of great importance, especially 
the radial transport in shoot and in root. The interest of the investigators 
used to be directed mainly to the transport in mature sieve tubes. It is, 
however, more and more realised that sieve tubes also pass through a stage 
in which they behave as parenchymatous cells (Arisz 1952, Esau 1954). 
In the course of their development they become specialised for transport 
and undergo considerable alterations, which make them more capable of 
transporting substances. 

In the experiments with Vallisneria leaves we have assumed that the 
sieve tubes in the bundles behave like specialised parenchyma cells and form 
part of the symplasm. For an insight into the transport in the sieve tubes, 
therefore, an insight into the transport in parenchymatous cells is of 
fundamental significance. In my opinion it should be taken into con- 
sideration in a research on physiological processes that in the living 
organism several mechanisms may always be present side by side. There- 
fore we should not look for a special transport mechanism working in the 
living cells to the exclusion of others. Nature is rich in possibilities and 
exceedingly complicated. Man confines his attention to a particular system 
or mechanism and then rejoices in the simplicity of the problem. I agree 
with Alexander that “it is we who are simple, not nature.” 


Addendum 


After my closing the manuscript, some publications have appeared, in 
which subjects which were raised in the preceding paper, are discussed 
critically. I have to restrict myself here to a discussion of two of them 
(Hylm6 and Lundegiardh), but in order to give a correct idea of their 
importance | should like to begin with a very short summary of a previous 
publication on the uptake and the transport of salts in the root (Arisz 
1945). 

The purport of this publication was to analyse the permeability of the 
protoplasm and to localize the active processes attending the uptake of 
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substances into the cell and into the root. It was the author's conception 
that the plasmalemma is permeable to ions, but that the tonoplast behaves 
differently and may be impermeable to certain ions. The active accumulation 
process must be found in the plasm adjacent to the vacuole. A distinction 
was made between a first phase of uptake of ions into the outer layer of 
the protoplasm, by binding to specific sites, and a second phase of move- 
ment of the ions in the protoplasm or the symplasm without their needing 
to pass plasmalemma or tonoplast. In a third phase the ions are removed 
from the symplasm by several causes, viz. (a) consumption of ions through 
the synthesis of new substances, (b) secretion of ions to the vacuole and 
(c) loss of ions from the cells, e. g. to the xylem vessels. This viewpoint was 
extensively discussed in the above mentioned publication and was the basis 
for a number of investigations in my laboratory (Wiersum, Alberda, 
Helder, van Nie, van Andel and Brouwer), in which these pro- 
cesses were further analysed in roots and which could be partly discussed 
in the preceding lectures. 

It has been possible to found the symplasm theory for the parenchyma- 
tous tissue of the leafcells of Vallisneria, and in doing so to get an insight 
into the localisation and the nature of the active processes. 

For the root such experiments are impossible, so that on the localisation 
of the active processes no experimental data are known as yet. Here, 
however, the investigation of the Apparent Free Space (A. F.S.) has opened 
new roads. The classic conception of the permeability of the plantcell, 
which would be determined by a lipoid membrane at the surface, is being 
abandoned more and more. This has changed the conception about the 
uptake processes and it conforms better with the one given by us in 1945. 
This finds expression both in a number of publications of Burstrém’s 
laboratory (Burstrém, Butler, Hy| m6) and in two surveys composed 
by Lundegardh (1954 and 1955). 

We'll start with the discussion of H y | m6’s publications. 

According to H y1m6 (1953) the salts get into the A. F.S., which con- 
tains besides the wall also the plasm and are translocated in it by the 
transpiration stream. The salt uptake is proportional to the strength of 
the transpiration stream. As active processes fixing salt in the plant he 
knows the accumulation of salt in the vacuoles of the root cells, and the 
fixing of salts by growth. In addition he knows an active exudation process, 
which does not enter into consideration here. As an experimental object 
he used pea plants in which he examined the uptake of calcium chloride 
and the distribution of the absorbed ions over root, stem and leaves. 
A similar increase of ion uptake under influence of an increased trans- 
piration, was found by Brouwer who thought he might attribute it to 
an increased active uptake. He worked i.a. with rye and Vicia Faba. 
Therefore he repeated Hy1lm6’s experiments on Pisum and could cor- 
roborate his results. He found, however, in Pisum as well an inhibiting 
influence of 2,4-dinitrophenol on the chloride uptake without the water 
uptake diminishing at the same time. This indicates that also in Pisum the 
salt uptake is partly determined by active processes. He says: “it remains 

4* 
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possible that there is a passive transport as H y! m6 suggested.” In a newly 
published article Hy]m6 (1955) has given a different interpretation of 
Brouwer's results. He arrives at the same conclusion as in his ex- 
periments with Pisum, i.e., that a passive ion transport takes place in the 
plasm, which is determined by the transpiration stream, the uptake further 
depending on the binding of ions in the vacuoles of the root cells and in 
the tissues of the plant that grow or accumulate ions. Hylm@’s inter- 
pretation, however, is but weakly founded. It is based on the fact that 
Brouwer used dinitrophenol concentrations which did not give a full 
inhibition of the uptake. He considers everything that passes with this 
D.N. P. concentration passive transport. It is doubtful whether this con- 
ception is correct, as with higher D. N. P. concentrations Brouwer found 
a complete inhibition. Deviating results have also been found with wheat 
seedlings by Butler, who likewise working at Lund, found that the 
chloride transport to the shoot is entirely inhibited by dinitrophenol. This 
would mean that also in wheat the whole salt uptake is active. Besides it 
appears from Hy1lm6’s graphs (1955, Fig. 5) that the rate of the active 
salt uptake. as computed by Hylmé from Brouwer's data likewise 
increases with stronger transpiration. The same phenomenon H y 1m 6 also 
observed in Pisum (Hy|lm6 1953, Fig. 6). So also according to Hy|m6é 
an increase of active uptake appears to take place through the trans- 
piration stream. This now is the very phenomenon to which Brouwer 
drew the attention and which is interpreted by him in this way that under 
the influence of a suction tension in the vessels the state of turgescence of 
the tissue decreases and the conductivity for salt increases. H ylm@6 does 
not accept Brouwers interpretation that the state of turgescence should 
have any influence. His argument that a counter suction due to sucrose 
might have besides an osmotic influence also an influence on metabolism 
and consequently might affect the active salt uptake does not seem 
altogether acceptable. because a solution of magnesium sulphate brings 
about a similar osmotic effect as sucrose (Brouwer 1955, p. 648). At the 
proper time Brouwer himself will set forth his opinion about these 
problems at the hand of new experiments. 

There is a second subject in Hv 1m 6's publication (1955) that must not 
pass here without being mentioned. He objects to Brieger, Brewig 
and Brouwer speaking of resistance and conductivity of the root for 

rater and salt transport. In doing so he forgets that the physiological 
investigator has to introduce terms before he has obtained a justified in- 
sight into the processes to be investigated. Terms as permeability, con- 
ductivity. etc. are being used without our having a full knowledge of the 
systems involved. So there cannot be an objection to speaking of the con- 
ductivity of the root for water and salts though the pathway of this trans- 
port is still unknown. Hy1lm@6 has given a hypothesis to explain that at 
higher suction tensions the basal zones of the root transport more water 
than at lower ones. In his opinion this is due to the fact that at a higher 
suction tension finer microcapillaries join in. This explanation seems 
acceptable in itself, but it still has to be proved. Brouwer demonstrated 
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that the turgidity of the tissue influences the transport for water and 
associated it with an influence of the turgor on the water transport in the 
cell. Without any argument Hy|lm6 rejects this conception. He says: 
“Brouwer's conception of impulses from the shoot regulating the con- 
ductivity of the root for water and ions is rejected.” This definition of 
Brouwer's conception is not a happy one, as it gives the impression that 
an unknown impulse influencing the root, would proceed from the shoot. 
On the contrary it is an easily reproducible phenomenon brought over to 
the root as suction tension in the vessels. My principal objection to 
HyIm6's treatment of these problems is that he does not realize how 
complicated these phenomena are and how insufficient our knowledge and 
that he is consequently satisfied with an easy generalisation. 

In this connection it seems appropriate to mention a recent result 
obtained with Vallisneria leaves. In section 3 I already referred to it. 
Under influence of a suction tension working on the free part of a leaf the 
uptake of chloride into the adjoining absorbing part is considerably de- 
creased. It makes no difference whether the suction tension is obtained 
by bringing the free part of the leaf into an osmotically active solution or 
by exposing this leaflength to transpiration. Vallisneria leaves therefore 
behave contrary to Burstrém’s expectation that the transport would 
increase through transpiration (Fortschr. 16, 276). We are inclined to find 
the explanation of this phenomenon in an influence of the suction tension 
on the transport in the symplasm. Evidently the hydratation of the sym- 
plasm or particularly that of the plasmodesmata is influenced. As in the 
absorbing part the cells not adjoining the medium have to take up the 
chloride ions from the symplasm as well, it is comprehensible that this 
phenomenon also occurs in this part of the leaf. In the third section we 
already pointed out that similar changes in the conductivity for water 
under influence of changes in suction tension are found with bleeding root 
systems and transpiring intact plants. “In view of the general occurrence of 
this influence of the turgor on the symplasmatic transport (probably an 
optimum curve, section 3) one is inclined to suppose that this phenomenon 
has a more general significance. We don’t mean to say that the enlarge- 
ment of the transport track in the wall indicated by Hylm6 might 
not play a part as well; on the contrary conceivably the fact that the 
conductivity in the basal zones of the root does not decrease at stronger 
suction tensions might be based on it. This indicates that much research 
will be needed to understand these seemingly so simple processes. 

Lundegiardh has published two interesting reviews of the research 
on salt uptake by roots. Especially the 1955 paper must be discussed 
here, because in this he paid attention to the localisation of the uptake 
and the transport processes in the root. 

Lundegardh’s ideas on the significance of the anion uptake are so 
well known that they may be left out of consideration here. His opinion 
is that the ions from the medium are bound to the plasmatic surface of 
the root cells by adsorption sites. They may be regarded as carriers, 
i.e. large organic ions endowed with more or less specific attraction to 
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salt ions. Arisz 1944 and 1945 had pointed out the difference between 
transport of ions by plasmatic binding, described by Lundegardh 
as surface gliding along adsorption tracks and transport by translocation 
of the complexes of ions with carriers. In both cases carriers are required 
but in the former case the ions and not the carriers are moved and in the 
latter case the complex of carrier and ion. In Lundegardh’s opinion 
there is no real difference. This is right from a theoretical standpoint, but 
the difference in mechanism is great and is treated too lightly nowadays. 
Lundegardh too thinks that the selective uptake of ions is based on 
the properties of the carriers found in the surface layer of the cytoplasm 
and having a greater affinity for certain ions (cf. Helder 1952, p. 421). 
He conceives that the ions can next be transferred to less specific carriers 
and points out that also in case of a non-specific transport mechanism the 
uptake may be specific as a result of the former being coupled to a spe- 
cialized carrier system. How far the cytochrome system itself is specific 
for different ions, he cannot decide. 

Lundegirdh’s ideas on the localization of the active uptake have 
changed a good deal, as appears from a comparison of his two most recent 
reviews (1954, 1955). This is connected with new data on the apparent 
free space of Hope, Robertson and Butler (see also Burstrém 
in Fortschr. 16), which indicate that ions can freely permeate into the 
plasm and on the function of the mitochondria in the respiration, which 
show that the cytochrome system lies in the mitochondria. In both publi- 
cations Lundegardh uses the term free space, by which he understands 
the exchange capacity of the root. This conception is different from 
Hope's apparent free space, who defines it as follows: Apparent free 
space is the proportion of the tissue which appears to reach the external 
concentration during the initial uptake. Lundegardh when speaking 
of free space, thinks of the space into which ions find their way through 
exchange with the medium. The two terms need not coincide, as exchange 
of ions can take place in a cell part that is not accessible for uptake of 
free ions. Lundegardh’s free space must include the cell walls of 
the root cells lying outside the endodermis and the surface part of the 
plasm in the individual root cells, which as appears from the investigation 
with isotopes participates in the exchange of ions. We shall distinguish 
these two spaces as wall free space and plasmatic free space. The 
question how the ions are present in the free space, we shall leave en- 
tirely out of consideration. 

Lundegiardh (1954) suggests that the anions are actively taken up 
by the surface layer of the cytoplasm from the medium and the wall 
and next are landed in the inner plasm, which delivers the ions to the 
vacuole. He rejects the term secretion, used by Arisz for uptake into 
the vacuole, saying: “to speak of secretion of ions into the vacuole of 
a cell only leads to confusion.” From Lundegardh’s standpoint this 
opinion is comprehensible, because the term secretion would only have 
point in it, if the ions are carried from the medium through the cytoplasm 
to the vacuole not by one single process, the uptake process, but by two 
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separate active processes an uptake from the medium into the cytoplasm 
and a transport of ions from the plasm into the vacuole. 

Lundegardh has always postulated one uptake process, which would 
be connected with anion respiration and take ions from the medium into 
the plasm and the vacuole. “Some investigators, e.g. Hoagland, Arisz 
believe in an active secretion through the tonoplast. Their arguments are 
not convincing. The observed facts support the idea of an exchange equi- 
librium between protoplast and vacuole, the latter serving as a transitory 
store of salts (1954, p.267).” In his opinion the active uptake by the cyto- 
chrome system takes place in the plasm membrane, the surface layer of the 
cytoplasm forming a barrier impeding the flowing back of the absorbed 
ions. 

Lundegardh has modified this conception in 1955. Now he places 
the barrier at the tonoplast, the cytochrome system carrying the anions 
through this barrier into the vacuole. The ions come from the free space 
and are accumulated in the vacuole at the cost of energy. In his opinion 
the cytochrome system is present in all accumulating cells, working in the 
succession cytochrome a, cytochrome c, cytochrome b. The latter would lie 
near the tonoplast. He adds the suggestion that under influence of adenosine 
triphosphate carriers are formed which transfer anions from cytochrome b 
to the vacuole. It would be this process that is inhibited by 2, 4-dinitro- 
phenol. This shows that Lundegardh too has left the classic conception 
of the plantcell being surrounded by a lipoid membrane that is difficult 
to pass. Instead of the relation, medium-cell is now found the relation 
plasm with medium on one side, vacuole on the other side. It is reasonable 
io speak of uptake and release with regard to the plasm. The release from 
the plasm to the medium or to the vacuole has been called secretion by me. 
independent of the fact whether the substances were released to the outside 
(medium or xylem vessels) or to the inside, i.e., to the vacuole. Secretion 
can either be active or passive. 

There is a unity of opinion that the ions leave the vacuoles by a passive 
process usually indicated as leakage and are landed again into the free 
space. According to Lundegiardh the concentration of the ions in the 
vacuole is “a steady state between the accumulation and the leakage 
process.” In the free space of the root the ions are easily transferred and 
finally released by the parenchyma cells bordering on the xylem vessels. 
Lundegardh assumes the concentration of the ions in the free space 
to be higher than in the medium. He derives this from the concentration 
of the exudate in the xylem vessels, as in his opinion this fluid is identical 
with the sap in the free space. 

It is to be regretted that Lundegardh does not state whether the cell 
wall, which certainly has exchange capacity, is included by him in the 
same free space to which the plasm belongs. The result is that he is not 
very clear either about the way in which the ions from the free space in 
the wall are taken up into the plasmatic free space and vice versa. He 
says: “to what extent the transition of the plasma membrane is interwoven 
with active transport is difficult to say for the present” (p. 7, 1955). 
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In agreement with many investigators Arisz (1945 and 1954) assumed 
that the surface layer of the cytoplasm is a Donnan system with pre- 
ponderatingly negatively charged plasma molecules. This makes this layer 
difficult to pass for anions, energy being needed to transport the anions 
from the medium through the surface layer to the inner part of the plasm. 
Such a layer may be regarded as a membrane allowing of ion exchange, 
to a slight degree for anions and to a stronger degree for cations. Passage 
of anions from the medium to the deeper lying layers and vice versa will 
be possible under influence of electrical, diffusion or hydrostatic potential 
differences. 

If we maintain the plasma membrane in this way as barrier for the free 
permeation of the external solution and in addition assume the presence 
of plasmodesmata connecting the plasm of the cells to a cohering entity, 
we can put the plasmatic free space on a level with the symplasm. 
Lundegardh avoided in both publications to express himself about the 
significance of the symplast for ion transport. H y1 m6 does not make any 
distinction whatever between wall and plasmatic free space. 

Butler determined the A.F.S. in wheat roots and found for the size 
24-33% of the root volume, dependent on the methods he used. By the 
time differentiation method and the exodiffusion of mannitol method he 
found an average value for the A.F.S. of 24.5+3.1 and 24.3 + 3.0 resp.. 
with D.N.P. inhibition 33.7 +3.1 and with isotope exchange 33.5 + 1.6. 
Conceivably by the last two methods both the plasmatic and the wall free 
space were determined and by the first mentioned methods the wall free 
space only. Butler says: “it is possible that methods 2 (D. N. P. inhibition) 
and 4 (isotope exchange) measure the movement of ions to additional parts 
of the root not measured in method 1 and 3.” He thinks of a permeation 
into the vacuoles. Butler's experiments may indicate that no passive 
uptake of ions into the plasmatic free space takes place under normal 
circumstances, while this space is open for ion exchange. 

Here we may point out that it is unlikely that roots cultivated in 
solutions and leaves of submerse waterplants as Vallisneria would have 
a plasmatic free space in open connection with the medium. This would 
result in all substances free in the plasm being released to the medium. 
A root system living in water, loses salts from the vacuoles, but they are 
not secreted to the medium, but carried to the stem (Prevot, Hyl m6, 
Butler). 

We will now revert to the loss of salts to the xylem vessels. According 
to Lundegiardh this is a passive process. If he means by this that the 
secretion of ions from the plasm of the cells bordering on the vessels to 
the vessels is not an active process, there is a perfect agreement about this. 
If, however, the exudation process, is taken in a wider sense, as has been 
done here both for the root and for the plants of Limonium, a process 
maintaining the level of the concentration of the ions in the plasm on the 
place of flowing out must be included. In the salt glands this must be done 
at the cost of energy, so that we have to deal with an active process. In the 
case of the root we are not sure, whether active processes such as an ac- 
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cumulating function of the endodermis are concerned here. In tissue 
bleeding (plant in water) the increase in concentration of the ions in the 
symplast may be due to leakage of ions from the vacuoles of the cortical 
cells, a passive process, but it is also conceivable that, as Lundegardh 
stated in 1954, the endodermis has a high accumulative capacity “as a sluice 
of salts to the vascular epithelium.” If we have to deal with uptake bleed- 
ing (plant in nitrate solution) an active uptake process which takes ions 
from the medium solution into the symplasm, may be added. These pro- 
cesses, however, have not yet been sufficiently analysed for roots. Only in 
1954 (p. 270) Lundegardh assumed such active processes. “An in- 
dispensable condition for all this non-metabolic translocation of salts is of 
course that a certain level of concentration (in the free space) has been 
created by preceding active work.” A contrast between Lunde gardh’s 
conception and those of the Groningen investigators (van Andel, Arisz) 
as Lundegardh mentioned in 1955 does not exist. Here too more ex- 
perimental research is an essential prerequisite. 
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Lichtresistenz von Meeresalgen* 
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Aus Hopkins Marine Station, Pacific Grove/Californien, und dem Pflanzenphysiologi- 
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Mit 10 Textabbildungen 
(EHingelangt am 10. Januar 1956) 


Einleitung 


Das Licht ist schon lange als einer der fir die Verteilung der Algen im 
Litoral der Meereskiiste wichtigsten Standortfaktoren erkannt worden 
(Oltmanns 1923, Fritsch 1945, Feldmann 1951, Gessner 1955). Unter- 
suchungen iiber die Zusammensetzung des Lichtes in verschiedenen Meeres- 
tiefen stammen vor allem von Atkins (1926, 1939, 1945), Pool und Atkins 
(1926, 1928) und Seybold (1934). Strahlungsmessungen in SiBwasserseen 
bearbeitete Sauberer (1939, Sammelbericht). Messungen der Lichtabsorp- 
tion in Algenthalli finden sich u. a. bei Seybold (1934), Montfort (1938, 
1940, 1942), Seybold und Weissweiler (1942), Haxo und Blinks (1950) 
und Biebl (1952). 

Die einander gegeniiberstehenden Lehrmeinungen Engelmanns (1884) 
und seines Schiilers Gaidukov (1904), wonach die chromatische Adaptation 
an die spektrale Zusammensetzung des Lichtes in den verschiedenen Meeres- 
tiefen maBgebend fiir die vertikale Verbreitung der Rot-, Braun- und Griin- 
algen ist und die von Oltmanns (1892), der die Intensitaét des Lichtes als 
ausschlaggebend fiir die Zonenbildung der Algen in verschiedenen Meeres- 
tiefen sah, wurden von Harder (1923) vereinigt. In ttberzeugenden Ver- 
suchen konnte er nachweisen, daB Wellenlainge und Intensitat des Lichtes 
nebeneinander eine wichtige Rolle spielen. Auch Ehrke (1930, 1932) kam 
zu gleichen Ergebnissen. 

DaB es fiir die assimilatorische Leistung der Algen aber nicht allein auf 
die von ihnen absorbierte Lichtenergie ankommt, zeigte Montfort (1934). 
Wahrend Schwachlichtrotalgen gegeniiber Griinalgen aus gleicher Tiefe 
einen besseren Assimilationsgewinn aufweisen, also eine Uberlegenheit im 
Sinne einer chromatischen Adaptation zeigen, sind Starklichtrotalgen hoch- 
gelegener Standorte im Tiefenlicht trotz ihres Phycoerythringehaltes und 
trotz der damit rein physikalisch erreichten starkeren Absorption nicht 


'* Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zum 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 





64 R. Biebl 


besser gestellt als dkologisch gleichwertige Griinalgen. Montfort stellt 
daher der physikalischen ,,chromatischen‘*‘ Adaptation eine funktionell ,,plas- 
matische“ Anpassung gegeniiber. 

Zu dem gleichen SchluB kam gleichzeitig Sey bold (1934) auf Grund von 
Untersuchungen iiber die Energiebilanz submerser Wasserpflanzen. Er unter- 
scheidet entsprechend zwischen einer physikalischen Adaptation an lang- 
und kurzwelliges Licht und einer physiologischen Adaptation an Stark- und 
Schwachlicht. Dabei senkte sich die Waagschale immer mehr zugunsten 
der physiologischen Komponente (Seybold 1936). 

Nach Montfort (1936) geben sich die lichtphysiologischen Stark- und 
Schwachlichtalgen durch ihre Assimilationsleistung bei sprunghaft ge- 
steigerter Beleuchtungsintensitaét gut zu erkennen. Starklichtalgen er- 
fahren eine Steigerung, Schwachlichtalgen hingegen ab einer bestimmten 
Intensitiat eine Depression des Stoffgewinnes. Wenn sich diese beiden Typen 
nun auch im Falle der Anpassungsméglichkeit an ein ihrer Natur entgegen- 
gesetztes Lichtklima als konstitutionell festgelegte Reaktionstypen erwei- 
sen, so ist das eine weitere Bestatigung der hervorragenden Bedeutung der 
im Plasma erbmaBig verankerten Eigenschaften. 

Schon 1933 (a, b) hat Montfort betont, daB es bei den assimilatorischen 
Leistungen verschieden gefarbter Algen im weifen Licht verschiedener In- 
tensitét vor allem darauf ankommt, welche plasmatische Struktur das 
Stroma der Plastiden, letzten Endes also das Protoplasma der Zellen dem 
Lichtfaktor gegentiber besitzt. Von anderem Ausgangspunkt wurde unge- 
fahr gleichzeitig von Héfler (1931, 1932) auf die protoplasmatische Ver- 
schiedenheit der einzelnen Farbtypen der Meeresalgen hingewiesen, Ergeb- 
nisse, die in der Folgezeit durch eigene Untersuchungen zur protoplasmati- 
schen Verschiedenheit von Meeresalgen dkologisch verschiedener Standorte 
erginzt wurden (Biebl 1937, 1938, 1939a, b, 1952a, b). 

Die Erkenntnis der groBen Bedeutung der plasmatischen Kompo- 
nente fiir die Lichtempfindlichkeit der Meeresalgen verschieden tiefer Stand- 
orte hat zu zahlreichen weiteren, z. T. mit zellphysiologischen Methoden 
gefiihrten Untersuchungen AnlaB gegeben. So fand vor allem die verschie- 
dene Lichtempfindlichkeit des Chlorophylls von Meeresalgen (und auch von 
Landpflanzen) verschiedener lichtklimatischer Standorte eingehende Be- 
achtung (Montfort und Zéllner 1942, Montfort 1950, Montfort und 
Kress-Richter 1950, Gessner und Diehl 1951, Montfort, Felgner 
und Miller 1952 a,b, Munding 1952, Montfort 1953). Auch morpho- 
logische Veranderungen an den bestrahlten Plastiden wurden dabei be- 
schrieben. Ein reversibler EinfluB des Lichtes auf Plastidenform und wahr- 
scheinlich auch auf die Beschaffenheit der Plastidenfarbstoffe konnte durch 
Messung der Lichttransmission unter verschiedenen Lichtbedingungen an 
Porphyra umbilicalis f. laciniata nachgewiesen werden (Bieb]! 1953). Photo- 
periodische Forminderungen der Chloroplasten beschreibt neuerdings 
Busch (1953) an Selaginella serpens. SchlieBlich war auch der Lebenszu- 
stand des Protoplasmas von Meeresalgen verschieden tiefer Standorte, vor 
allem nach verschieden intensiver Bestrahlung mit kurzwelligem UV- 
Licht, Gegenstand der Betrachtung (Biebl 1952b). 
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Die vorliegenden Untersuchungen, die im Sommer 1955 an Hopkins 
Marine Station in Pacific Grove (Californien, USA.) ausgefiihrt wurden, be- 
fassen sich nun ausfiihrlich mit der Wirkung des sichtbaren Lichtes und ver- 
schiedener Strahlenbereiche desselben auf die lebende Algenzelle. Es wurde 
im direkten Sonnenlicht sowie unter verschiedenen Lichtfiltern die letale 
Bestrahlungsdauer fiir verschiedene Algen bestimmt und die Lichtwirkung 
auf die Plastiden einiger Rotalgen verfolgt. 

Herrn Professor Dr. L. R. Blinks, Direktor von Hopkins Marine Station, 
sei auch an dieser Stelle noch einmal fiir die freundliche Aufnahme sowie 
die Bereitstellung eines Arbeitsplatzes und der Hilfsmittel des Instituts der 
herzlichste Dank gesagt. Fir die hilfreiche Einfitihrung in die Algenvege- 
tation der niheren Umgebung der Station bin ich Herrn Professor Dr. G. J. 
Hollenberg und Mrs. Dr. J. K. Abbott zu besonderem Dank verpflichtet. 
Die Reise selbst war durch ein Fulbright-Stipendium erméglicht worden. 


Methodik und Versuchsalgen 


Die Methodik der Lichtmessung und der Bestrahlung war im wesent- 
lichen die gleiche, wie sie in einer vorangegangenen Arbeit iiber Lichtge- 
nuB und Strahlenempfindlichkeit einiger Schattenmoose (Biebl 1954) ver- 
wendet wurde. 

Zur Lichtmessung diente eine Lange-Photozelle (Selensperrschicht- 
Photoelement). Zur Dampfung des einfallenden Lichtes waren ein Grau- 
filter und eine mattierte Opalscheibe aufgelegt. Das Licht wurde in der 
HGhe der exponierten Algen mit horizontal gehaltener Photozelle gemessen. 
Die Versuche wurden in der Zeit zwischen 3. und 24. September 1955, meist 
bei vollig wolkenlosem Himmel, in vollem Sonnenlicht vorgenommen. 

Die Lichtintensitaéten unterschieden sich an den einzelnen Versuchs- 
tagen nicht wesentlich. Es soll daher nur eine MeBreihe vom 15. September 
1955 als repraisentativ angegeben werden (Tab. 1). Die zu dieser Zeit in 
Kalifornien tiblich gewesene Sommerzeit (daylight saving time) ist korri- 
giert auf die richtige Ortszeit (pacific standard time). 


Tab. 1. Lichtmessung am 15. September 1955. Pacific Grove, Californien. 
Hopkins Marine Station. Wolkenloser Himmel. 





Lichtintensitat Zeit Lichtintensitat 
in Lux in Lux 


Zeit 





gh 92.500 12h 108.000 
9h 30 94.500 12h 30 106.000 
10h 100.006 13h 104.000 
10h 30 111.500 13h 30 97.000 
]]h 118.000 14h 93.000 
11h 30 118.000 14h 30 87.000 





In allen MeBreihen findet sich die héchste Lichtintensitaét schon um 
11 Uhr baw. 11.30 Uhr. Dies wird aber aus der Tatsache verstindlich, daB 
sich die Bestrahlungsanlage (aus Griinden einer nur dort méglichen Kiihlung 
der mit den Algen beschickten kleinen Bestrahlungswannen mit flieBendem 
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Seewasser) etwa | m vor einer in N-S-Richtung stehenden weifbgetiinchten 
Hauswand befand. Dadurch erfuhr das von Osten einfallende Sonnenlicht 
am Vormittag eine Verstirkung durch Reflexion, die mit dem Aufsteigen 
der Sonne in den Zenit abnahm. Dies erklart auch den verhaltnismaBig 
raschen Riickgang der Lichtintensitaét nach 12 Uhr. Die langsten in einem 
gebotenen Bestrahlungszeiten betrugen 514, Stunden. 


Die Bestrahlungsanlage bestand in einer groBen weiBen Emailwanne, 
in die auf einer entsprechend hohen Unterlage die kleinen rechteckigen, von 


Abb. 1. Bestrahlungsanlage. 


den Filterglisern bedeckten Plexiglasschachteln mit den zu bestrahlenden Al- 
genproben so eingestellt werden konnten, daf sie bis an die Glasfilter von lau- 
fendem Kiihlwasser umflossen werden konnten. Die 12 mm hohen, nach auBen 
lichtdicht abgedeckten, innen weiBen Plexiglasschachteln waren bis an die 
Filterglaser herauf mit Seewasser gefiillt, so daB es zu keinem Beschlagen der 
Glaser kommen konnte (Abb. 1). Das Kiihlwasser wurde durch einen Schlauch 
zugeleitet und konnte direkt tiber den Rand der Emailwanne abflieBen. 


Die Temperatur des Kihlwassers hielt sich bei Lufttemperaturen 
zwischen + 19 bis 24° C ziemlich gleichmaBig zwischen + 15 und 16° C. 
Die Temperaturen im Wasser der Plexiglasschachteln stieg wohl etwas 
hoher an, doch zeigten die verdunkelt gehaltenen Algen (Kontrollen) niemals 
eine Schadigung. 

Die in der jeweiligen Versuchszeit eingestrahlte Lichtsumme wurde 
in Lux- bzw. Kiloluxstunden angegeben. 1 Kiloluxstunde bedeutet eine 
einstiindige Einstrahlung einer Lichtintensitaét von 1000 Hefnerlux. Die 
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pro Stunde eingestrahlte Lichtsumme ist gleich der mittleren Lichtintensitat 
in dieser Zeit. Die Lichtsummen wurden auf Grund der halbstiindigen 
Lichtmessungen fiir diese Zeitabschnitte berechnet und dann fiir die gege- 
bene Versuchsdauer addiert. 

Als Lichtfilter wurden Glasfilter der Firma Schott und Gen. (Jena) ver- 
wendet, und zwar WG,, WG,, GG;, GG,,, OG, und UG, (Abb. 2). 

Es wurden gleichzeitig weitere Algenproben einerseits ohne Filter direkt 
dem vollen Sonnenlicht ausgesetzt und andererseits zur Kontrolle, mit einer 
mit schwarzem Papier verklebten Glasplatte abgeschlossen, dunkel gehalten. 
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Abb. 2. Die Lichtdurchlassigkeit der verwendeten Schott-Filter. 


Als Versuchsalgen dienten vorwiegend Rotalgen aus in der Tiefe oder 
knapp unterhalb der Ebbelinie gelegener Standorten (Pterochondria Woodii, 
Microcladia californica, Polyneura latissima, Cryptopleura violacea, Callophyl- 
lis marginifructa, Botryoglossum Farlowianum). Die Gezeitenalgen Ulva 
lobata, Cladophora trichotoma und Porphyra perforata zeigten auch nach 5 
Stunden direkter Sonnenbestrahlung keine Schaidigung und schieden daher 
als zu unempfindlich aus. 


1. Das cytomorphologische Bild der Lichtschadigung 


Ehe die Grenzen der Lichtresistenz und die Wirkung der verschiedenen 
Strahlenanteile des gemischten Sonnenlichtes behandelt werden, sei eine 
kurze Beschreibung der Versuchsalgen gegeben und gesagt, wie sich in 
ihnen die Lichtwirkung cytomorphologisch zu erkennen gibt und wie die 
strahlentoten und -geschadigten Zellen mit Sicherheit von den lebenden 
unterschieden werden kénnen. Die Standorte der Versuchsalgen lagen 
durchwegs in nachster Umgebung der Hopkins Marine Station in Pacific 
Grove an der Kiiste der Halbinsel ven Monterey. Genaue Standortangaben 
finden sich bei Smith (1944). Zur naheren protoplasmatisch-dkologischen 
Charakterisierung wurde fiir die meisten der Versuchsalgen in Verdiinnungs- 
und Konzentrationsreihen von Seewasser die osmotische Resistenzbreite 
bestimmt (vgl. Sammelbericht Blinks 1951). 

a) Pterochondria Woodii (Harvey) Hollenberg ist eine zarte, astig ver- 
zweigte, mit RegelmaBigkeit an den derben Thalli von Cystoseira osmundacea, 


5* 
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gelegentlich aber auch an anderen Algen epiphytisch auftretende Rotalge. 
Sie ist bei Ebbe eben noch mit bloBer Hand erreichbar. Sie gehért zu den 
wenigen Rotalgen, die wie Ceramium ciliatum (H6fler 1931, Biebl 1937) in 
konzentriertem Seewasser schadlos bikonvex zu plasmolysieren vermégen. 

Die osmotische Resistenzbreite wihrend 24 Stunden reicht von 0,6 bis 
1,9 Seewasser, d. h. 0,5 Seewasser (5 Teile Seewasser und 5 Teile Frisch- 
wasser) tétet die Alge ebenso wie 2,0 (= doppelt konzentriertes) Seewasser. 
Bemerkenswert ist jedoch, daB die Plasmolyse schon in 1,7 Seewasser 


Abb. 3. Pterochondria Woodii, frische Zellen mit normaler Plastidenlagerung. 


(3 Teile normales Seewasser und 7 Teile doppelt konzentriertes Seewasser) 
eintritt und in 1,7, 1,8 und 1,9 Seewasser noch nach 24 Stunden, ohne die 
Alge getétet zu haben, erhalten ist. Die osmotische Resistenzbreite ent- 
spricht also im wesentlichen bereits jener der Tiefenalgen (Bieb1 1939b), 
auffallend ist nur die speziell fiir Tiefenrotalgen ungewohnlich gute Plasmo- 
lysierbarkeit (H6fler 1936). 

Ahnlich wie bei Polysiphonia (Bieb1 1936) kommt es in hypotonischen, 
stark verdiinnten Seewasserlésungen zu einer Rundung der Rhodoplasten, 
die in der frischen Alge wie in einem Zusammenlegspiel unregelmaBig ge- 
formt ineinandergreifen (Abb. 3). 

Noch extremer als im hypotonischen Seewasser — und auch mit einem 
merkbaren Aufblihen verbunden — ist die Abrundung der Plastiden nach 
Lichteinwirkung (Abb. 4). Die Plastiden riicken dabei aus ihrer ur- 
spriinglichen Lage und ordnen sich zu Gruppen und Reihen. 

DaB die Zellen in diesem Zustand noch leben, 1aBt sich sch6n durch Vital- 
farbung mit Neutralrot zeigen. Plasmolyse wird in diesem Zustand nimlich 
meist nicht mehr sehr gut vertragen. Da Neutralrot in Seewasser nach 
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einiger Zeit ausfallt, empfiehlt es sich, eine konzentrierte Stammlésung in 
dest. H,O bereit zu halten und aus dieser einige Tropfen in etwa 20 cm? 
Seewasser zu geben, in dem dann die Algenproben ungefihr 10 Minuten 
gefirbt werden. Diese rohe Methode geniigt vollauf, um im Zweifelsfall zu 
entscheiden, ob die Zellen noch leben oder abgestorben sind. Sind sie lebend, 
so fallen bei Pterochondria Woodii kleine dunkelrote Kristallaggregate aus. 
Bei anderen Rotalgen farbt sich die Vakuole diffus oder es kommt zur Bil- 
dung groRerer oder kleinerer Entmischungskugeln. 


Abb. 4. Pterochondria Woodii, lichtgeschadigte, aber noch lebende Zellen. 
Plastiden abgerundet und verlagert. 24 Stunden nach \stiindiger direkter 
Sonnenbestrahlung. 


Die strahlentoten Zellen von Pterochondria Woodii (Abb. 5) sind schlieB- 
lich auch dadurch von diesen schwergeschadigten Zellen mit ihren abge- 
rundeten und verlagerten Rhodoplasten zu unterscheiden, daB ihre Mem- 
branen stark aufquellen und die Plastiden zumeist an die Zellwiande ge- 
draingt und dort miteinander verklebt sind. Das Volumen der Plastiden 
nimmt dabei wieder ab. Der Zellsaft der toten Zellen ist meist durch die 
ausgetretenen Plastidenfarbstoffe violett gefarbt, jedoch nicht so stark, daB 
die toten Thallusteile schon makroskopisch von den lebenden sicher unter- 
schieden werden kénnten. 

Die Abrundung und Verlagerung der Plastiden ist in dieser Alge ein 
gutes Anzeichen beginnender, noch intravitaler Lichtschidigung und ein 
wertvolles Mittel, um in den zeitgestaffelten Resistenzversuchen auch schon 
Lichtschiden, die noch nicht zum Zelltod fiihren, feststellen zu kénnen. Die 
mit noch vollig unschadlichen Lichtintensitaten bestrahlten Algen zeigen, 
ebenso wie die verdunkelten Kontrollen, noch nach mehreren Tagen die 
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unregelmaBig geformten, oft scharfkantig zu einem Mosaik aneinander- 
gelagerten Plastiden wie in Abb. 3. 

Verschiedene Polysiphonia-Arten, die im einzelnen nicht weiter unter- 
sucht wurden, zeigen im frischen Zustand ahnliche Formen und Lagerun- 
gen der Plastiden, die sich nach langerer, aber noch subletaler Strahlen- 
einwirkung gleichfalls runden und zu Gruppen und Ketten anordnen. 

b) Microcladia californica Farlow erinnert in ihrem Aussehen an das 
bekanntere Plocamium coccineum. Sie findet sich meist epiphytisch an ver- 


Abb. 5. Pterochondria Woodii, lichttote Zellen. 24 Stunden nach einstiindiger 
direkter Sonnenbestrahlung. 


schiedenen derben Algen, haufig an der zu den Laminariales gehérigen 
Egregia. Der Standort der Alge ist stets submers und auch die enge osmo- 
tische Resistenzbreite von 0,6 bis 1,7 Seewasser stempelt sie zu einer 
.», liefenalge*‘. Die Kleinheit der Zellen erlaubt weder eine Plasmolyse, noch 
1aBt sie wesentliche cytomorphologische Beobachtungen zu. Trotzdem er- 
wies sich die Alge fiir die Untersuchung der Lichtresistenz als sehr brauch- 
bar, da sich die toten Zellen im Absterben intensiv nach Rotviolett ver- 
farben und bei langerer Sonnenbestrahlung sogar ausbleichen. Lebende und 
tote Zellen sind dadurch leicht zu unterscheiden. Das Absterben beginnt 
stets an den Spitzen der jiingeren Verzweigungen. 

c) Polyneura latissima (Harvey) Kylin ist eine flaichige Nitophylleae, die 
knapp unterhalb der Tiefwasserlinie an vertikalen Blockwainden wichst, 
aber auch aus Tiefen von 4—12 m gedritscht werden kann. Mein Material 
war gedratscht aus etwa 12m Tiefe. Die osmotische Resistenzbreite er- 
streckt sich, jener der Tiefenalgen entsprechend, von 0,5 bis 1,7 Seewasser. 
Die noch nicht tédliche Lichtschadigung gibt sich bei dieser Alge, wie bei 
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Pterochondria und Polysiphonia, an den Plastiden in einer Abrundung, leich- 
ten Aufblaihung und Verlagerung zu Gruppen zu erkennen. Die Abrundung 
der im Normalzustand kleinen, manchmal langlichen und unregelmaBig 
geformten Plastiden ist allerdings meist nicht so vollstandig wie bei den 
beiden anderen genannten Algen. Die in Gruppen zusammengedringten 
Plastiden verkleben beim Absterben und diirften manchmal direkt inein- 
anderflieBen. In den toten Zellen tritt der Plastidenfarbstoff in den Zell- 
saft tiber und farbt diese Zellen, gegeniiber den braunroten gesunden Zellen, 
deutlich rotviolett. Zudem quellen die Membranen blendend wei auf, so 
daB tote Flecke im Thallus leicht zu erkennen sind. 

d) Cryptopleura violacea (J. G. Agardh) Kylin, Syn. Nitophyllum viola- 
ceum J.G. Agardh, hat ahnliche Standorte wie Polynewra an senkrechten 
Felswinden an der Ebbelinie bis iiber 10 m Tiefe. Die osmotische Resistenz- 
breite von 0,7 bis 1,7 Seewasser entspricht diesen Standorten. Die kleinen, 
im Normalzustand unregelmaBig geformten Plastiden sind in den lichtge- 
schadigten, aber noch nicht abgestorbenen Zellen gleichfalls gerundet und 
in Gruppen, manchmal auch Ketten, verlagert. 10 Minuten Neutralrot- 
fairbung laBt in diesem Zustand noch in allen Zellen 2—8 kleine dunkelrote 
Entmischungskiigelchen auftreten. Tote Flecke im sonst noch lebenden 
Thallus heben sich durch eine himbeerrote bis violettrote Farbung deut- 
lich ab. 

e) Callophyllis marginifructa Setchell und Swezy wichst gleichfalls an 
Felsklippen unter der Ebbelinie bis in Tiefen von iiber 10m. Die abge- 
plattet astige, fast etwas ledrige Rotalge gehort 
wird beidseitig von einer Rindenschichte kleiner, OO 
rhodoplastenfiihrender Zellen begrenzt und be- sf 
steht im Inneren aus groBen Mark- und septier- 
ten Hyphenzellen (Abb. 6). 

Die Dicke des Thallus betragt ca. 370—400 u, 
der Durchmesser der groBten Markzellen bis zu 
190 u, jener der kleinen plastidenfiihrenden Rin- 
denzellen nur 5—1i1y. Die Kleinheit dieser 
Zellen schien die Alge anfangs fiir zellphysio- 
logisch orientierte Lichtresistenzversuche un- 
brauchbar zu machen. Plasmolyse 1aBt sich 
nicht durchfiihren, die Vitalfarbung mit Neu- 
tralrot ist nicht deutlich. Trotzdem lassen sich 
die lebenden und toten Zellen sehr leicht unter- Abb. 6. Callophyllis mar- 
scheiden. In den lebenden sind die Plastiden ginifructa, Thallus quer. 
schmal und gekriimmt an die Zellwand gelagert 
(Abb. 7), in den toten ist der Zellinhalt hingegen zu einer homogenen, sich 
meist sogar von der Zellwand etwas abhebenden Masse verschmolzen. Auch 
die Membranen scheinen im Tod etwas aufzuquellen (Abb. 8). 

Was diese Alge aber imVerlauf der Untersuchungen zu einer der besten 
und aufschluBreichsten Versuchspflanzen machte, war die Tatsache, da 
bei Bestrahlung mit groBer Scharfe der Fall eintritt, wo nur die dem Licht 
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zugewandte Seite abstirbt, wihrend die abgewandte Seite vollkommen un- 
geschiidigt bleibt. Dies erlaubt in allen jenen Fallen, wo bei monosiphonen 
oder einschichtigen Thalli nach mehrtigiger Beobachtung die Gewissens- 
frage auftritt, ob einzelne abgestorbene Zellgruppen oder Thallusteile nicht 
doch vielleicht, wenn auch die verdunkelten Kontrollen lebend waren, einem 
natiirlichen Tod zum Opfer gefallen sind, eine klare Entscheidung. Wenn 
hier die toten Zellen nur an der lichtzugewandten Seite auftreten, wihrend 
die Schattenseite 100% ig lebt, so k6nnen die toten Zellen mit Sicherheit als 


Abb. 7. Callophyllis marginifructa, lebender Thallus, Aufsicht. 


durch die Lichteinwirkung geschadigt und getétet angesehen werden. Ein 
aus gleichen Griinden ebenso giinstiges Versuchsobjekt wurde in friiheren 
Untersuchungen in Dictyota dichotoma gefunden (Biebl 1952b). 


f) Botryoglossum Farlowianum (J. G. Agardh) De Toni hat seine Stand- 
orte ebenfalls an Felsen und Klippen der Tiefwasserlinie bis in Tiefen von 
iiber 10m, aus denen sie durch Dratschen haufig gesammelt werden kann. 
Losgerissen, wird die Alge oft von Brandungswellen ans Ufer gespiilt. Diese 
Rotalge gehért zur Familie der Delesseriaceae (K ylin 1941). Der derbe, 
dunkel braunrote Thallus ist riemenartig zerteilt. Die Grenze des Hypo- 
tonietodes liegt nach 24stiindiger Einwirkung bei 0,5 Seewasser. Erst in 
0,6 Seewasser sind die Zellen lebend und die Plastiden normal, die sich in 
stiirkeren Verdiinnungen abrunden und in Gruppen verlagern. 

Die Rhodoplasten der frisch vom Standort eingebrachten Alge sind klein, 
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langlich, meist etwas gebogen. ,,Wiirmelig‘’ habe ich sie in meinen Proto- 
kollen bezeichnet. Dicht aneinandergelagert kleiden sie die ganze Zell- 
flaiche aus. Zwischen ihnen leuchten meist 8—10 gelblichweiBe Einschliisse, 
wohl Pyrenoide, hervor (Abb. 9a). Als erste und schwichste Lichtschadi- 
gung ist ein Verschwinden, wahrscheinlich In-die-Tiefe-Sinken dieser Ein- 
schluB8k6rper zu beobachten. Die Plastiden beginnen sich zu runden und die 
gesamte Zellflache zu fiillen. Nach starkerer Belichtung oder auch als Nach- 
wirkung beginnen sich die Plastiden aufzublihen, aber nicht nur in dem 


Abb. 8. Callophyllis marginifructa, lichttoter Thallus. 


geringen Ma, wie wir es schon bei den vorgenannten Algen kennengelernt 
haben, sondern zum Teil ganz extrem auf ein Vielfaches des urspriinglichen 
Volumens (Abb. 96). Beim Zelltod entlassen diese vakuolig degenerierten 
Rhodoplasten wiederum Fliissigkeit und schrumpfen auf ein kleineres Volu- 
men ein. Die Membranen quellen in diesen toten Zellen stark auf (Abb. 9c.) 

Was diese derbe Rotalge, ahnlich wie Callophyllis, fiir die Beobachtung 
der Wirkung abgestufter Lichtintensitiaten oder gefilterter Strahlenbereiche 
so wertvoll macht, ist, da die Plastiden auf der lichtzugewandten Seite 
schon extreme Rundungen und Aufblihungen zeigen kénnen, wihrend sie 
auf der lichtabgewandten Seite noch véllig normal sind. So sind z. B. 
Abb. 9a und 6 Ansichten ein und desselben Thallusstiickes 48 Stunden nach 
5stiindiger Sonnenbestrahlung durch das Filter OG, (> 550 my). Nach 
24 Stunden waren noch beide Seiten vollkommen normal wie bei Abb. 9a. 
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Abb. 9. Botryoglossum Farlowianum, a lebend, b starke Lichtschaidigung der Plasti- 
den, aber noch lebend, c lichttot. 
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Nach 48 Stunden zeigte aber die lichtzugewandte Thallusseite das Bild von 
Abb. 96. Das unverindert gebliebene Aussehen der Schattenseite lieB die 
Veranderungen an der Lichtseite mit Sicherheit als Nachwirkung der Bestrah- 
lung erkennen. Abb. 9c zeigt tote Zellen 2 Tage nach 5 Stunden Bestrah- 
lung durch das GG,-Filter (> 425 mu). Das Aussehen war auf beiden Thal- 
lusseiten gleich. Nach 24 Stunden zeigten beide Seiten noch das Aussehen 
von Abb. 9b mit stark aufgeblaihten Plastiden. In diesem Zustand sind die 


Abb. 10. Botryoglossum Farlowianum, Thallus quer. Tot, Membran gequollen, Pla- 
stiden durch das Schneiden etwas aus ihrer natiirlichen Lage gebracht. Links zwei 
dreigeteilte Zellen einer Thallusader. 


Zellen noch lebend und produzieren in Neutralrot kieine dunkelrote Ent- 
mischungskugeln. 

Eine Seite mit aufgeblaihten Plastiden (wie Abb. 96) und die andere tot 
(wie Abb. 9c) war nie zu beobachten. 

Ein Querschnitt durch den derben Thallus brachte die Erklarung dafiir 
und gleichzeitig auch eine zellphysiologische Uberraschung: der gesamte, 
etwa 135—210 u dicke Thallus ist nimlich, abgesehen von den aus drei Zell- 
lagen bestehenden feinen, den Thallus der Lange nach durchziehenden 
Adern, nur aus einer einzigen Schicht groBer, schmaler, prismatischer, hoch- 
gestellter Zellen aufgebaut (Abb. 10). Die Plastiden sind fast ausschlieb- 
lich nur den beiden auBeren Zellwinden angelagert. Es ist bei diesem Ob- 
jekt also die Méglichkeit gegeben, durch geeignete Dosierung der Lichtein- 
wirkung nur die der lichtzugewandten Seite angelagerten Plastiden zu 
schidigen, wiaihrend die Plastiden am lichtabgewandten Ende derselben 
Zelle vollig unverandert bleiben. Der eintretende Tod trifft aber natiirlich 
die ganze Zelle und das erklart, daB das Todesbild (Abb. 9c) mit den auf- 
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gequollenen Membranen stets auf beiden Seiten des Thallus gleichzeitig in 
Erscheinung tritt. 

Die nach auBen grenzenden Zellwiande sind bei den frischen, lebenden 
Zellen durchschnittlich etwas iiber 2 u dick. Bei den toten Zellen quellen sie 
auf 6—9 py auf. In der Aufsicht zeigen die hohen, durchgehenden Zellen 
meist einen linglichen, fiinf- oder mehreckigen Querschnitt. Die kiirzesten 
und laingsten Querschnittdurchmesser haben in den groBten Zellen etwa 46 ° 
und 82, in den kleinsten 40 und 50 yu. 

Da sich als Folge einer Nachwirkung die an der lichtabgewandten Thal- 
lusseite befindlichen Plastiden fast stets in allen Zellen, also auch in jenen 
der mehrschichtigen Thallusnerven, gleichartig verhalten, kann daraus 
wohl geschlossen werden, daB diese erst nach langerer Zeit eintretende Ab- 
rundung und osmotische VolumsvergréRerung nicht auf dem Umweg einer 
im Cytoplasma weiterschreitenden Strahlenschidigung zustande kommt, 
sondern die Folge einer erst allmahlich zum Durchbruch kommenden direk- 
ten Strahlenwirkung auf die Plastiden selbst ist. Sonst wire zu erwarten, daB 
bei geeigneten Grenzdosen die Plastiden in der dem Licht abgewandten 
Zellschichte der Thallusnerven, die mit dem an der Lichtseite unter Um- 
stainden geschadigten Plasma nicht in direktem Zusammenhang stehen, un- 
verandert. bleiben. 


2. Die Grenzen der Resistenz in direktem und gefiltertem 
Sonnenlicht 


Das Schwergewicht vorliegender Untersuchung lag auf der Bestim- 


mung der Grenzen der Lichtresistenz, sowohl im direkten Sonnenlicht wie 
in verschiedenen Strahlenbereichen desselben. Die Wirkung des durch das 
Schott-UG,-Filter fiir sich allein einfallenden ultravioletten Anteiles des 
Sonnenlichtes (300—400 my.) soll im nachsten Abschnitt gesondert behan- 
delt werden. 

Gleichzeitig und unabhaingig voneinander haben 1952 Montfort und 
Biebl in Differenzfilterversuchen an Meeresalgen festgestellt, daB die Scha- 
denwirkung des Lichtes wohl mit Zugabe der kurzwelligen Strahlung zu- 
nimmt, da sie aber bei hinreichend langer Bestrahlung auch durch die lan- 
gerwelligen Anteile des Sonnenlichtes allein ausgelést werden kann. Mont- 
fort beniitzte als MaB der Schidigung den Grad der Chlorophylizerstorung, 
Biebl den Lebenszustand der Zellen 24 Stunden nach erfolgter Bestrah- 
lung. Ubereinstimmend wurde festgestellt, da das Cytoplasma eine héhere 
Resistenz aufweist als die Plastiden und daB gelegentlich weitgehende Farb- 
stoffzerstérungen in den Plastiden vom Cytoplasma noch tiberlebt werden 
kénnen, wie dies Plasmolyse- und Vitalfarbungsversuche zeigen. 

Die 1951 in Plymouth (England) an Meeresalgen begonnenen, durch 
Schlechtwetter leider stark behinderten Lichtresistenzuntersuchungen 
(Biebl 1952b) wurden an Schattenmoosen (Biebl 1954) fortgesetzt. Auch 
hier diente der Lebenszustand als Ma der Resistenz. Die Resistenzgrenzen 
wurden durch die kiirzeste Bestrahlungszeit, die zum Tode fiihrt, angegeben. 
Blattchen des lichtempfindlichsten Laubmooses, Mniwm serratum, das nur 
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in schattigen Hohlen gedeiht, wurden im direkten Sonnenlicht und unter 
dem WG,-Filter (> 320 mu) nach 14% Stunden Bestrahlung teilweise 
getotet. Einstiindige Bestrahlung vermochte keines der untersuchten Moose 
zu schaidigen. Sonnenbestrahlung durch ein GG,-Filter (> 425 my) fiihrte 
nach 3144—7stiindiger Lichteinwirkung bei den meisten Schattenmoosen 
zu teilweisem oder vollistandigem Absterben. Ein OG,-Filter (> 550 my), 
unter dem Montfort noch deutliche Chlorophylizerstérungen feststellen 
konnte, wurde in diesen Versuchen nicht verwendet. 

Bei den nunmehr zu referierenden Versuchen in Pacific Grove wurden 
auBer den bisher gebrauchten Filtern WG;, WG, und GG, auch noch die 
Filter GG,, (> 500 my) und OG, (> 550 my) beniitzt. 

Die Versuchsergebnisse lassen sich an Hand der in Tab. 2 zusammenge- 
faBten Werte kurz darstellen. Sie sind bestens mit den an Schattenmoosen 
(Biebl 1954) gewonnenen zu vergleichen, und zwar nicht nur hinsichtlich der 
Methodik, sondern auch der in der Zeiteinheit eingestrahlten Lichtmengen. 
Diese waren beinahe tibereinstimmend. Bei den Moosuntersuchungen in 
Salzburg (Osterreich) strahlten in 14 Stunde 46,7 Kiloluxstunden, in 1 Stunde 
99,1, in 144 Stunden 149,4 und in 2 Stunden 197,5 Kiloluxstunden ein. 
Dem entsprachen in gleichen Zeitabschnitten in Pacific Grove Lichtsummen 
von 47, 97, 149 und 205 Kiloluxstunden. Diese iiberraschende Ubereinstim- 
mung der Werte, trotz der um etwa 11 Breitengrade siidlicheren Lage von 
Pacific Grove am Pazifischen Ozean, erklart sich durch die Zeitdifferenz der 
Versuchsanstellungen. Die Versuche in Salzburg wurden um den 15. Au- 
gust, die in Pacific Grove um den 15. September ausgefiihrt. Dieser jahres- 
zeitlichen Differenz von 1 Monat entspricht am 15. September um 12 Uhr 
mittags aber bereits ein ungefaihr um 11° niedrigerer Sonnenstand (Sau- 
berer 1955), wodurch der EinfluB der siidlicheren Breite aufgehoben wird 
und fiir die beiden Versuchszeiten und -orte tatsichlich annaihernd gleiche 
Lichtverhaltnisse resultieren. 

Die Todesgrenze lag bei den untersuchten Tiefenalgen im allgemeinen 
bei 1—1 4 Stunden direkter Sonnenbestrahlung. Wie aus der in Tab. 2 ge- 
gebenen Ubersicht hervorgeht, nimmt die Strahlenwirkung bei Wegfilterung 
der kurzwelligen Strahlenanteile des Sonnenlichtes immer mehr ab, doch 
fiihrt auch noch zweistiindige Bestrahlung durch GG,,, das nur mehr Strah- 
len langer als 500 mu durchlaBt, bei Pterochondria Woodii und vierstiindige 
bei Microcladia californica, Polyneura latissima und Callophyllis margini- 
fructa zu einem teilweisen Absterben. Pterochondria und Callophyllis werden 
sogar nach finfstiindiger Sonnenlichteinwirkung noch unter dem Filter 
OG, (> 550 my) teilweise getdtet. Die sonst gleich behandelten, aber ver- 
dunkelt gehaltenen Kontrollen waren stets frisch und lebend. 

Bei Callophyllis marginifructa lassen sich die zur Abtétung der Zellen 
der lichtzu- und der lichtabgewandten Thallusseite nétigen Bestrahlungs- 
dauern sehr schén nebeneinander bestimmen. Wie im vorigen Abschnitt 
gezeigt (Abb. 6), sind die kleinzelligen, plastidenfiihrenden Rindenschichten 
des Thallus durch groBe, inhaltsarme Markzellen weit voneinander getrennt. 
Wahrend bei der Exposition die Zellen der dem Licht zugewandten Thallus- 
seite vom vollen Licht getroffen werden, erhalten die plastidenfiihrenden 





Tab. 2. Resistenzgrenzen einiger Meeresalgen nach verschieden langer Sonnenbestrah- 
lung, direkt und unter verschiedenen Lichtfiltern. 


(Lebenszustand 24 Stunden nach der Bestrahlung. Lichtintensitiit vom 15. September 1955, wolkenlos.) 
Zeichen: + = tot, + = teilweise tot, —l = lebend mit veriinderten Plastiden, 1 = lebend. Oberseite/Unterseite. 
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Zellen der anderen Seite nur das durch die Thallusdicke gedimpfte Licht. 
Da die tatsachliche Lichtresistenz der kleinen plastidenfiihrenden Zellen 
natiirlich auf beiden Seiten die gleiche ist, kann man abschitzen, wieviel 
vom einfallenden Licht durch den Thallus absorbiert und damit fiir die Zel- 
len der unteren Thallusseite wirkungslos gemacht wird. Wihrend die licht- 
zugewandte Seite im direkten Sonnenlicht und unter WG, nach einer Ein- 
wirkungsdauer von 1, unter WG, von 1%, unter GG, von 2 und unter OG, 
von 5 Stunden ganz oder teilweise abstirbt, sind fiir die Tétung der Zellen 
der lichtabgewandten Seite bei direkter Sonneneinstrahlung 11%, unter 
WG, 2 und unter WG,, GG, und GG,, 4 Stunden Bestrahlung nétig. Unter 
OG, bleiben diese Zellen auch nach 5 Stunden Sonneneinstrahlung lebend. 

Eine einmalige Méglichkeit, die Resistenz des Cytoplasmas und der 
Plastiden getrennt zu bestimmen, ist schlieBlich bei Botryoglossum Farlo- 
wianum gegeben. Wie schon im vorangegangenen beschrieben, sind bei 
dieser Rotalge die Plastiden besonders lichtempfindlich und reagieren auf 
zu starke Lichteinwirkung mit auffallenden Form- und Volumsveranderun- 
gen. Sie blaihen sich bei beginnender Lichtschadigung von kleinen, schmalen, 
gekriimmten Gebilden zu Kugeln von oft vielfachem Volumen auf. Je nach 
einwirkender Lichtintensitaét kann diese Veriinderung der Plastiden nur an 
der lichtzugewandten Seite oder auch an der lichtabgewandten Seite der den 
Thallus aufbauenden groBen, hochgestellten Zellen eintreten. Die Licht- 
empfindlichkeit der Plastiden iibersteigt die des Cytoplasmas bedeutend. 
Wie aus Tab. 2 ersichtlich, werden die Zellen ab 2 Stunden direkter Sonnen- 
bestrahlung, ab 3 Stunden unter WG,, ab 4 Stunden unter WG, und ab 
5 Stunden unter GG, getdtet. Die Abrundung und Aufblahung der Plastiden 
tritt aber an der lichtzugewandten Zellseite schon nach 1 Stunde direkter 
Sonnenbestrahlung und unter WG,;, nach 14% Stunden unter WG, und 
GG, und nach 2 Stunden auch schon unter GG,, ein. 5 Stunden Bestrah- 
lung fiihrt sogar noch unter OG, zu derartigen starken Formverainderungen 
der Plastiden (vgl. Abb. 96). Die Plastiden am lichtabgewandten Zellende 
der Thallusunterseite, die ein durch die Zellhéhe gedimpftes Licht erhalten, 
zeigen diese Grenzen im direkten Licht bei 144 Stunden, unter WG, bei 2, 
unter GG, bei 4 und unter GG,, bei 5 Stunden Sonnenbestrahlung. Unter 
OG, erfahren die Plastiden an der lichtabgewandten Thallusseite auch nach 
5 Stunden Bestrahlung keine Verainderung mehr. 

Beobachtungen der gleichen Algenproben 2 und 3 Tage nach der Bestrah- 
lung zeigen gelegentlich auch deutliche Nachwirkungen. Tab. 3 gibt die 
Verhialtnisse fiir Callophyllis marginifructa und Botryoglossum Farlowianum 
1,2 und 3 Tage nach zwei- und dreistiindiger Sonnenbestrahlung wieder. 

Unter WG, war bei Callophyllis 1 und 2 Tage nach zweistiindiger Bestrah- 
lung nur die lichtzugewandte Thallusseite tot, erst nach 3 Tagen war auch 
die Unterseite abgestorben. Ebenso trat der Zelltod des 2 Stunden durch 
WG, bestrahlten Botryoglossum erst am 3. Tag ein. Unter WG, war nach 
dreistiindiger Bestrahlung bei Callophyllis vom 1. zum 2. Tag noch ein wei- 
teres Absterben der Thallusunterseite zu beobachten. Bei Botryoglosswm 
kam es nach zwei- und dreistiindiger Bestrahlung durch OG, erst nach 48 
Stunden zu einer Abrundung und Aufblahung der Plastiden an der Licht- 
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seite des bestrahlten Thallus. In den iibrigen Fallen blieben aber die nach 
24 Stunden erreichten Verhiltnisse unverandert. 


Tab. 3. Lebenszustand von Callophyllis marginifructa (C.m.) und Botryoglossum 
Farlowianum (B. F.) 1,2 und 3 Tage nach zwei- und dreistiindiger Sonnen- 
bestrahlung. 

(Zeichen wie Tab. 2.) 
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3. Die Wirkung des ultravioletten Strahlenanteils des Son- 
nenlichtes (300—400 my) 


Montfort, Felgner und Miller (1952) haben an Laminaria digitata 
die Chlorophylizerst6rung im natiirlichen und im gefilterten Sonnenlicht 
gemessen und im Gesamtbereich oberhalb ?. = 420 my. nach fiinftagiger Be- 
strahlung etwa 50% Chlorophyllzerstérung gefunden. Durch Zugabe des 
restlichen Violett +- UV wurde dieser Betrag auf 87% gesteigert. Es wurde 
daher mit Recht als sehr auffallend hervorgehoben, daB bei Bestrahlung 
durch ein Schott-UG,-Filter, das nur einen Strahlenbereich von 320—390mu 
durchlaBt, tiberhaupt keine Chlorophyllzerst6rung erzielt werden konnte. 
Es wird daher geschlossen, da die durch zusatzlich gebotenes Ultraviolett 
verstirkte Zerstérung des Farbstoffes auf einer kombinierten Wirkung von 
lang- und kurzwelliger Strahlung beruht. 

Dieser Befund wurde von Biebl (1954) durch Bestrahlungsversuche an 
Schattenmoosen durch ein UG,-Filter bestatigt und unterstrichen. Blatt- 
chen des als lichtempfindlichst gefundenen Laubmooses Mniwm serratum 
wurden unter einem UG,-Filter an aufeinanderfolgenden Tagen 33 Stunden 
hellem Tageslicht, davon 25 Stunden direkter Sonnenbestrahlung ausge- 
setzt. Auch unter Einrechnung der durch das Filter herabgeminderten In- 
tensitat (siehe Abb. 2) entsprach diese Bestrahlungsdauer doch einer viel- 
stiindigen Einwirkung des im natiirlichen Licht enthaltenen Ultravioletts. 
Wiahrend bei direkter Sonnenbestrahlung die Blaittchen schon durch 1% 
Stunden Bestrahlungsdauer weitgehend tédlich geschaidigt wurden, blieben 
die durch so viele Stunden mit dem ultravioletten Strahlenanteil des Sonnen- 
lichtes bestrahlten Blattchen ungeschadigt am Leben. Die in den Differenz- 
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filterversuchen durch Zugabe der kurzwelligen Strahlung erzielte Steigerung 
der Schadenwirkung kann daher wohl nur durch eine erhéhte Wirksamkeit 
einer Kombination der ultravioletten mit den langerwelligen Lichtstrahlen 
erklart werden. 

Diese Erscheinung bestatigte sich nun auch wiederum in den Versuchen 
mit den lichtempfindlichen Rotalgen. Wie aus der Zusammenstellung in 
Tab. 2 hervorgeht, zeigten diese Algen bei direkter Sonneneinwirkung unter 
WG, meist schon nach 1 Stunde Bestrahlung tédliche Schidigungen. Trotz- 
dem blieb die fiinfstiindige Bestrahlung durch das UG,-Filter vollkommen 
wirkungslos. Selbst die lichtempfindlichen Plastiden von Botryoglossum 
Farlowianum zeigten nicht die geringsten Verainderungen. 

In einem Dauerversuch, in welchem die Versuchsalgen (leider ohne das 
empfindliche Botryoglossum) an vier aufeinanderfolgenden Tagen unter dem 
UG,-Filter in Summe 15 Stunden lang direkter Sonnenbestrahlung (etwa 
1590 Kiloluxstunden) ausgesetzt waren, konnte erstmals auch eine schiadi- 
gende Wirkung dieser langwelligen UV-Strahlen allein nachgewiesen werden. 
Von vier Thallusstiicken von Callophyllis marginifructa waren bei zweien an 
der dem Licht zugewandten Thallusseite die kleinen, plastidenfiihrenden 
Zellen abgestorben. Die als Beispiele fiir das Aussehen lebender und toter 
Zellen von Callophyllis gebrachten Abb. 7 und 8 sind der photographische 
Beleg dafiir. Es sind Aufnahmen ein und desselben Thallusstiickes. Abb. 7 
zeigt die lebende Unterseite und Abb. 8 die dem Licht zugewandte tote 
Oberseite eines Thallusstiickes, das im Verlauf von 4 Tagen unter einem 
UG,-Filter durch 15 Stunden direkter Sonnenbestrahlung ausgesetzt war. 
Bei der kurzen mikroskopischen Durchsicht nach 11 Stunden Bestrahlung 
war im Protokoll fiir eines der vier Thallusstiicke vermerkt ,,lichtzugewandte 
Seite sieht ungesund aus‘. Die Zellen waren aber zweifellos noch nicht ab- 
gestorben. Da jedes der beiden einseitig toten Thallusstiickchen in seiner 
lichtabgewandten Seite seine eigene Kontrolle mit sich fiihrte, darf das Ab- 
sterben der lichtzugewandten Seite mit Sicherheit als Folge der lang ein- 
wirkenden UV-Strahlung angesehen werden. Da8 die beiden anderen Thal- 
lusstiickchen noch keine Schadigung aufwiesen, kann entweder durch eine 
verschiedene Membrandicke, wahrscheinlicher aber durch eine unter dem 
dunklen UG,-Filter nicht kontrollierbare Schraiglage zum einfallenden Licht 
erklart werden. 

Wenn dieses Beispiel auch zeigte, daB auch das langwellige ultra- 
violette Licht bei entsprechend langer Einwirkung an besonders empfind- 
lichen Zellen Schadigungen auslésen kann, so bleibt die gegeniiber einer kom- 
binierten Strahlung wesentlich geringere Wirksamkeit des fiir sich allein ge- 
botenen UV des Sonnenlichtes bestehen. Die Versuche sprechen neuerlich 
dafiir, daB die bei Vorhandensein intensiver ultravioletter Strahlung, etwa 
im Héhenlicht, allgemein beobachteten staérkeren biologischen Lichtwirkun- 
gen nur in Verbindung mit langerwelligen Lichtstrahlen zustande kommen. 

Es lag daher nahe zu priifen, ob nicht durch eine Kombination der Be- 
strahlung durch das UG,-Filter mit einer vorhergehenden oder nachfolgen- 
den Bestrahlung durch ein Filter, das nur langerwellige Lichtstrahlen durch- 
14Bt, oder auch mit vollem Sonnenlicht eine Wirkungssteigerung zu erreichen 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 6 
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ist. Zu beachten war dabei nur, da’ die zusitzliche Bestrahlung, sei es durch 
Filter oder durch direktes Sonnenlicht, selbst nicht so lange gegeben wurde, 
daB durch diese allein schon eine Strahlenschidigung zustande kommen 
konnte. Die subletalen Bestrahlungsdauern konnten der Zusammenstellung 
in Tab. 2 entnommen werden. 

2 Stunden Bestrahlung durch UG, und nachfolgend 2 Stunden durch 
OG, hatte auf Porphyra najadum, Microcladia californica, Pterochondria 
Woodii, Polyneura latissima und die als Testalge besonders geeignete Callo- 
phyllis marginifructa keinerlei Wirkung. Alle Zellen lebten, die Plastiden 
zeigten keine Veriinderungen. Auf das UG,-Filter waren in den 2 Stunden 
ca. 200 Kiloluxstunden, auf das OG,-Filter ca. 215 Kiloluxstunden einge- 
strahlt. 

80 Minuten Bestrahlung durch UG, und nachfolgende 80 Minuten Be- 
strahlung durch GG,, blieben bei den gleichen Versuchsalgen ebenfalls ohne 
Schadenwirkung. 

80 Minuten Bestrahlung durch UG, und nachfolgend 80 Minuten Be- 
strahlung durch GG, zeitigte ebensowenig einen Erfolg. 

SchlieBlich wurde auch die Kombination direkte Sonnenbestrahlung 
und nachfolgende Bestrahlung durch UG, versucht. Mehrere Thallusstiick- 
chen der empfindlichen Callophyllis marginifructa wurden 40 Minuten mit 
direkter Sonne bestrahlt (ca. 60 Kiloluxstunden) und anschlieBend unter 
dem UG,-Filter 4 Stunden der Sonnenstrahlung ausgesetzt (ca. 436 Kilolux- 
stunden). Auch in diesem Fall, in dem die direkte Sonnenbestrahlung, die 
nach 60 Minuten Einwirkung die Zellen der lichtzugewandten Thallusseite 
bereits véllig tétet, schon nahe an die Letalgrenze herangeriickt war, konnte 
die nachfolgende 4 Stunden lange UV-Einwirkung keinerlei Schadigung aus- 
lésen. Saimtliche bestrahlte Thallusstiickchen waren 24 Stunden nach dieser 
Behandlung noch frisch und lebend. 


Besprechung der Versuche 


Das mikroskopische Bild subletaler Lichtschidigung von Rotalgen ist 
durch Form-, Lage- und GroBenverainderungen der Rhodoplasten bestimmt. 
Wahrend wir heute tiber den Feinbau der Chloroplasten schon gut unter- 
richtet sind (Menke 1934, Strugger 1954), ist iiber die Strukturverhilt- 
nisse der Rhodoplasten noch wenig Sicheres bekannt. Nicht nur verschie- 
denste schaidigende Eingriffe, wie Druek, Erwairmung, Zusatz von Alkohol 
oder dest. H,O (Berthold 1886, Liebaldt 1913, Héfler 1931, 1937, 
Bieb]l 1936), sondern auch langere Kultur in flieBendem Wasser (Kiister 
1904, 1951) oder Dauerverdunkelung (Bieb] 1939c) fiihren leicht zu Form- 
verinderungen, meist. Abrundung oder bei bandférmigen Rhodoplasten 
zu einem tropfigen Zerfall. Das leitet zu der Annahme, ,,daB sich die Chro- 
matophoren der Florideen fast im fliissigen Aggregatzustand befinden“ 
(Kylin 1937). Osmotische Volumveranderungen wurden nach Behandlung 
mit verdiinntem Seewasser an Antithamnium cruciatum (Héfler 1931) und 
Polysiphonia urceolata (Bieb1 1936) beobachtet. 

Solche osmotische VolumsvergréBerungen abgekugelter Rhodoplasten 
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konnten nun auch als subletale Lichtschadigung bei verschiedenen Rotalgen 
gefunden werden, wie z. B. bei Pterochondria Woodii (Abb. 4) oder am ex- 
tremsten bei Botryoglossum Farlowianum (Abb. 96). Dies steht im Gegen- 
satz zum Verhalten von Chloroplasten nach schaidigender Lichteinwirkung. 
Dort ist, hiufig unter Vergilbungserscheinungen, eine GréBenreduktion der 
Plastiden die Regel. Eine solche wurde z. B. fiir submerse Wasserpflanzen, 
wie Vallisneria gigantea, Ottelia alismoides, Echinodorus tenellus und Helodea 
canadensis (Munding 1952) oder fiir verschiedene Laub- und Lebermoose 
(Biebl 1954) nach starker Lichteinwirkung beschrieben. 

Wimmer und H6fler (1953) haben in einer Untersuchung iiber die Eigen- 
fluoreszenz lebender, absterbender und toter Florideenzellen wahrschein- 
lich gemacht, daB der Phycoerythrinfarbstoff in den intakten Rhodoplasten 
noch nicht in einer wiasserigen Phase gelést ist. Bei Delesserien und bei 
Bangia fluoreszieren die gesunden Rhodoplasten im UV-Licht rot, wahrend 
der aus absterbenden Exemplaren in Wasser austretende Farbstoff im Fluo- 
reszenzmikroskop gelb aufleuchtet. Werden die genannten Algen in SiiB- 
wasser eingelegt, so schwellen die Plastiden an, bleiben aber anfangs noch 
rot fluoreszierend. Erst im Verlauf der Nekrose tritt dann die Gelbfluores- 
zenz auf, und zwar anfangs in den Plastiden (vgl. auch Héfler und Diivel 
1954). Es muB dies der Augenblick sein, in dem bei der Nekrose durch Ent- 
mischung eine wasserige Phase frei wird, in die der Farbstoff iibertritt. 
Erst wenn die Plastiden platzen, teilt sich die hellgelbe Fluoreszenz auch 
dem ganzen wasserigen Zellsaft mit. 

Fluoreszenzmikroskopisch wurde der Absterbevorgang von Rhodoplasten 
nach schadigender Lichteinwirkung noch nicht untersucht, doch lassen die 
Beobachtungen im Hellfeldmikroskop vermuten, daB es in den strahlenge- 
schadigten Rhodoplasten zu ganz ahnlichen Entmischungen kommen kann, 
wie dies oben fiir in dest. Wasser absterbende Rhodoplasten beschrieben 
wurde. So zeigten die sich nach Lichtschidigung rundenden Plastiden von 
Botryoglossum Farlowianum in den ersten Stadien noch keine Farbainderung 
gegeniiber den frischen Plastiden. Erst wenn die Aufblahung und damit die 
Wasseraufnahme bzw. vakuolige Entmischung einen gewissen Grad iiber- 
schritten hatte, fairbten sich die Rhodoplasten rotviolett. Dies diirfte dem 
Zeitpunkt des Umschlages in der Fluoreszenzfarbung entsprechen. Erst 
beim Absterben der Plastiden und Austritt des Farbstoffes nimmt dann auch 
der Zellsaft eine rotviolette Farbung an. 

Im Sinne von Webers protoplasmatischer Anatomie (Weber 1929) ist 
zu vermerken, daB die astig verzweigten Algen, wie Pterochondria Woodit 
und Microcladia californica, Resistenzgradienten von den jungen Zellen der 
seitlichen Verzweigungen gegen die Zellen der Hauptstémmchen zeigen. 
Die Thallusspitzen sterben zuerst ab, wie dies auch schon beim Lichttod 
von Plumaria elegans und Heterosiphonia plumosa beobachtet wurde 
(Biebl 1952b). 

Die vergleichende Bestimmung der Resistenzgrenzen gegen direktes und 
gefiltertes Sonnenlicht wurde nur an lichtempfindlichen Tiefenrotalgen vor- 
genommen. Wahrend diese im direkten Sonnenlicht schon nach 1—2 Stun- 
den Bestrahlung ganz oder zum Teil abstarben, zeigten drei orientierend ge- 
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priifte Gezeitenalgen (Ulva lobata, Cladophora trichotoma und Porphyra 
perforata) eine ihren Standortverhaltnissen entsprechend héhere dkologische 
Lichtresistenz. Alle drei waren auch nach 5 Stunden direkter Sonnen- 
bestrahlung vollig ungeschadigt. 

Fiir die vergleichend protoplasmatische Okologie ist interessant, daB die 
Lichtempfindlichkeit der stiindig submersen Rotalgen, wie sie aus dem Be- 
reich der Ebbelinie bis etwa 15 Meter Tiefe untersucht wurden, im wesent- 
lichen gleich ist jener der bisher gepriiften Schattenmoose (Biebl 1954). 
Das bisher als lichtempfindlichst gefundene Héhlenmoos Mnium stellare 
stirbt nach 114 Stunden direkter Sonnenbestrahlung ab. Die empfindlichsten 
Rotalgen wurden durch 1 Stunde direkter Sonneneinwirkung zum Teil téd- 
lich geschadigt. Wenn man daraus einen vorlaufigen allgemeinen SchluB 
ziehen will, so kinnte man fiir autotrophe Schwachlichtpflanzen, die, ob sie 
nun in lichtarmen Hoéhlen oder in der Tiefe des Wassers leben, in gleicher 
Weise noch an ein gewisses Lichtminimum gebunden sind, als Grenze fiir 
den Plasmatod eine direkte Sonnenlichteinwirkung von 1—11% Stunden 
(d. i. ca. 100—150 Kiloluxstunden) angeben. Es wire interessant, solche 
plasmatische Lichtresistenzuntersuchungen auch auf vollig im Finstern 
wachsende Heterotrophe oder auch auf griine und im Dunkel etioliert heran- 
gezogene Pflanzen auszudehnen. Wieweit diese Lichtresistenz des Proto- 
Plasmas standortgebunden 6kologisch oder nichtumweltbedingt konstitutio- 
nell gegeben ist, wiirde sich besonders schén an Algenformen unterscheiden 
lassen, die in gleichen oder ahnlichen Arten bis in groBe Tiefen vordringen, 
wie z. B. verschiedene Cladophora-Arten im Golf von Neapel, wo solche noch 
aus 30 m Tiefe gedritscht werden kénnen (Bieb! 1939b). Da8B gelegentlich 
eine nicht standortbezogene konstitutionelle Resistenz vorherrschen kann, 
scheint aus Beobachtungen von Gassner und Diehl (1951) an Chlorella 
hervorzugehen, die, obwohl es sich um eine Schattenform mit einem tiefge- 
legenen Lichtoptimum handelt, im Gegensatz zu Scenedesmus und Anki- 
strodesmus, eine verhaltnismaBig hohe Resistenz gegen direkt einstrahlendes 
Sonnenlicht zeigt. Als MaB der Resistenz wurde bei diesen Versuchen der 
Grad der Chlorophylizerstérung beniitzt. 

Entsprechend den bisher bekannten Befunden an Meeresalgen (Montfort, 
Felgner und Miller 1952, Biebl 1952b) und an Schattenmoosen (Bieb1 
1954) lieBen sich an den lichtempfindlichen Tiefenrotalgen durch fiinfstiin- 
dige direkte Sonnenlichteinwirkung auch noch durch ein OG,-Filter 
(> 550 my) tédliche Lichtschiden setzen. Mit Zugabe der kurzwelligen 
Strahlen nahm, entsprechend den allgemeinen Vorstellungen von der 
groBeren Wirksamkeit dieser, die Schidigung zu bzw. die zur Erzielung des 
Lichttodes nétige Bestrahlungsdauer ab. 

Demgegeniiber konnte die interessante Tatsache einer auBerordentlich 
geringen Wirksamkeit der fiir sich allein durch ein Schott-UG,-Filter 
(300—400 mu) einfallenden Ultraviolettstrahlung des Tageslichtes (Mont- 
fort, Felgner, Miller 1952, Biebl 1954) neuerdings bestitigt werden. Es 
ist diese Erscheinung ein gutes Beispiel fiir nicht additive Wirkungen ver- 
schiedener Strahlenbereiche, wie sie bis zum Jahre 1936 von Prat (1936) in 
einem Sammelreferat iiber ,,Strahlung und antagonistische Wirkungen‘ zu- 
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sammengefaBt oder besonders in neuerer Zeit als ,,photoreactivation™ an 
verschiedensten Objekten studiert wurden (Dulbecco 1952). Unter 
, photoreactivation wird die Erscheinung verstanden, da an verschiedenen 
Typen von Organismen, vor allem Mikroorganismen, durch UV-Bestrahlung 
mit der Wellenlinge um 250 my gesetzte Verinderungen und Schidigungen 
aufgehoben werden, wenn die bestrahlten Organismen anschlieBend einer 
Strahlung von gréBerer Wellenlinge, etwa im Bereich zwischen 330 und 
480 mu, ausgesetzt werden. Hausmann (1928) sagte mit Recht, daB ,,die 
Kenntnis der biologischen Wirkungen isolierter Strahlenbezirke noch keinen 
unbedingt bindenden Schlu8 darauf zuliBt, wie sich dieselben Bezirke in 
Strahlengemischen verhalten“. Was die Feststellung der geringen Wirksam- 
keit des isolierten langwelligen Ultravioletts des Sonnenlichtes so interessant 
und zu weiteren Untersuchungen anregend macht, ist aber, daB hier durch 
Zusatz langerwelliger Strahlung eine verstirkte Wirkung erreicht wird, 
wahrend die meisten in der Literatur behandelten Fille bei Strahlen- 
gemischen von einer Verminderung der Wirkung sprechen. 


Zusammenfassung 


1. An verschiedenen Meeresalgen wurde die Wirkung direkter und durch 
das Schottfilter WG,, WG,, GG,;, GG,,, OG, und UG, einfallender Sonnen- 
bestrahlung untersucht. 

2. Die Untersuchungen wurden an Hopkins Marine Station in Pacific 
Grove/Californien, USA., ausgefiihrt. Zur Lichtmessung diente eine Lange- 
Photozelle, die Lichtmengen wurden annihernd in Kiloluxstunden ange- 


geben. 

3. Das cytomorphologische Bild pramortaler Lichtschadigung ist bei den 
untersuchten Tiefenrotalgen vor allem durch eine Abrundung und Auf- 
blahung der Rhodoplasten bestimmt. Die toten Zellen zeigen zumeist eine 
Rotviolettfarbung und eine Aufquellung der Membranen. Astig verzweigte 
Algen wie Pterochondria Woodit und Microcladia californica zeigen einen 
Resistenzgradienten von den Thallusspitzen zu den Hauptstémmchen hin. 
Die jungen Thallusspitzen sterben zuerst ab. Besonders bei Microcladia 
bleichen sie im direkten Sonnenlicht vollkommen aus. 

4. Als besonders geeignet fiir Lichtresistenzstudien erwiesen sich Callo- 
phyllis marginifructa und Botryoglossum Farlowianum. Die erstgenannte 
Alge besitzt einen aus inhaltsarmen groBen Markzellen aufgebauten Thallus, 
der beidseitig von kleinen, plastidenfiihrenden Zellen begrenzt ist. Bleibt 
bei entsprechend schwacher Lichteinwirkung die lichtabgewandte Seite 
noch lebend, so kann das Absterben der dem Licht exponiert gewesenen 
Thallusseite, besonders auch im Falle einer Nachwirkung, mit Sicherheit dem 
EinfluB der Bestrahlung zugeschrieben werden. — Botryoglossum Farlowia- 
num ist, abgesehen von zarten Thallusnerven, aus einer einzigen Schicht 
hochgestellter schmaler Zellen aufgebaut, in denen sich die Plastiden nur 
oben und unten an den nach aufBen grenzenden Zellwainden ansammeln. 
Bei einseitiger subletaler Bestrahlung des Thallus kann es innerhalb einer 
Zelle auf der lichtzugewandten Seite zu einer extremen Abrundung und Auf- 
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blihung der Rhodoplasten kommen, wahrend die an der lichtabgewandten 
Seite befindlichen Plastiden ihr normales Aussehen bewahren. Hier wird 
die dem Cytoplasma gegeniiber wesentlich geringere Lichtresistenz der 
Rhodoplasten besonders deutlich. 

5. Wiahrend die Tiefenrotalgen durch 1—2 Stunden direkte Sonnenbe- 
strahlung getétet werden, werden Algen der Gezeitenzone (Ulva lobata, 
Cladophora trichotoma und Porphyra perforata) selbst durch fiinfstiindige 
direkte Sonnenbestrahlung nicht geschadigt. Ihre dkologische Lichtresi- 
stenz ist wesentlich héher. 

6. Die osmotische Resistenzbreite der lichtempfindlichen Rotalgen lieB 
diese mit einer Spanne von etwa 0,5—1,7 Seewasser protoplasmatisch-dko- 
logisch gleichfalls als ,,Tiefenalgen“‘ erkennen. 

7. Differenzfilterversuche zeigen mit dem Grad der Abfilterung der kurz- 
welligen Strahlen eine Abnahme der Schadenwirkung des Sonnenlichtes, 
doch vermégen auch noch durch 5 Stunden einwirkende Strahlen von linger 
als 550 my (durch OG,) Pterochondria Woodii und Callophyllis marginifructa 
teilweise zu téten und an Botryoglossum Farlowianum die fiir Strahlenschiadi- 
gungen typische Abrundung und Aufblahung der Rhodoplasten auszulésen. 

8. Die Lichtresistenz der untersuchten Tiefenrotalgen entspricht bei 
direkter Sonnenbestrahlung von gleicher Intensitat (letale Bestrahlungs- 
dauer 1—11% Stunden) ungefahr jener der lichtempfindlichsten bisher 
untersuchten Schattenmoose (letale Bestrahlungsdauer 114 Stunden). Man 
darf dies vielleicht allgemein als die untere Resistenzgrenze der noch an 
eine Mindestmenge von Licht gebundenen autotrophen Schattenpflanzen 
betrachten. 

9. Die von Montfort und Mitarbeitern (1952) durch Bestimmung der 
Chlorophylizersetzung und von Biebl] (1954) bei Beobachtung des Lebens- 
zustandes von Schattenmoosen in verschiedenen Spektralbereichen des 
Sonnenlichtes festgestellte geringe Wirksamkeit der durch das UG,-Filter 
isolierten UV-Strahlung des Sonnenlichtes (300—400 my) konnte fiir die 
lichtempfindlichen Tiefenrotalgen neuerlich bestiatigt werden. Erst an 
vier aufeinanderfolgenden Tagen 15 Stunden lang einwirkende Sonnenbe- 
strahlung brachte unter dem UG,-Filter die dem Licht zugewandte Thallus- 
seite der besonders empfindlichen Callophyllis marginifructa zum teilweisen 
Absterben. 

10. Wiahrend die bekannten Beispiele der ,,photoreactivation® eine Auf- 
hebung der Schadenwirkung kurzwelliger UV-Strahlung durch langer- 
wellige Strahlen zeigen und geringere Wirkungen von Strahlengemischen 
gegeniiber jener der einzelnen Komponenten bekannt sind, ist hier der Fall 
gegeben, daB die Schadenwirkung des langwelligen UV des Tageslichtes 
(300—400 mu) in Verbindung mit langerwelligen Lichtstrahlen zunimmt 
oder iiberhaupt erst zustande kommt. 

11. Orientierende aufeinanderfolgende Kombinationsbestrahlungen durch 
die Filter UG, + OG,, UG, + GG,, UG, + GG,, und subletale Sonnen- 
bestrahlung (40 Minuten) + UG, (4 Stunden) vermochten in keinem Fall 
irgendwelche Schadigungen an der lichtempfindlichen, nach 1 Stunde direkter 
Sonnenbestrahlung absterbenden Callophyllis marginifructa auszulésen. 
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Beitrige zur Kenntnis der Saugkraft des Kambiums 
von Laubhélzern 


Von 
G. Blum 


Botanisches Institut, Freiburg, Schweiz 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingelangt am 3. November 1955) 


Osmotische Untersuchungen aus der kambialen Zone liegen bis jetzt nur 
wenige vor. Sie betreffen beinahe ausschlieBlich die Zellsaftkonzentration 
und sind aus leicht ersichtlichen Griinden auf Holzer beschrinkt. Wahrend 
Pfeiffer mit extrahiertem Saft operierte, suchten Jaccard und Frey mit 
der Spitze einer Thermonadel das lebende Gewebe zu erreichen und dessen 
Gefrierpunkt zu bestimmen. Ebenfalls am lebenden Baum _ versuchte 
Arcichovskij seine Potometermethode sowie die Schlierenmethode, die 
ebenfalls die Saugkraft des Zellinhaltes angeben. Die Ubereinstimmung 
beider an demselben Objekt (Birke) ist nicht gut, was wahrscheinlich mit 
den mannigfachen Fehlerquellen der ersten Methode zusammenhingen 
dirfte. Neben On wire auch der osmotische Grenzwert der kambialen 
Zellen (Og) von Interesse, tiber den aber nur vereinzelte Beobachtungen 
vorliegen, obwohl die Zellen in tangentialen Schnitten gut zu beobachten 
sind. Trotzdem sie, wie die meisten meristematischen Zellen, Krampf- 
plasmolyse zeigen, ist eine wenigstens angendherte Bestimmung dieser 
Gr6éBe nicht unméglich, was die schon weit zuriickliegenden Bestimmungen 
von Winkler an einzelnen Kambiumzellen von Laubhélzern dartun. Er 
mai Og mit Lésungen von KNOs, wobei er eine sehr rasche Reaktion von 
Og auf gréBere Temperaturdifferenzen bei Abkiihlung feststellte. Noch 
weniger wissen wir tiber die Saugkraft der Kambiumzellen, und doch wire 
ihre Kenntnis sehr erwiinscht, diirften sie doch unter allen benachbarten 
Zellen diejenigen sein, die infolge ihrer bestaéndigen Neubildung und Volum- 
vergréBerung wahrend der Vegetationszeit zu den starksten Wasserver- 
brauchern dieser Zone gehéren. Am besten wire es, die Saugkraft jeder 
einzelnen Zellage von den wasserleitenden Elementen iiber die Initialzellen 
bis zu den lebenden Zellen des Siebteils zu messen. Aber allein schon der 
Praiparation dieser Zellen zu einer einigermaBen sicheren Volumbestim- 
mung stellen sich groBe Schwierigkeiten entgegen, so daB bis jetzt eine Be- 
stimmung von Szn nur in einem einzigen Fall mit geniigender Sicherheit 
durchgefiihrt werden konnte. Es handelt sich um die groBen, in tangentialen 
Langsschnitten gut meBbaren Kambiumzellen von Robinia Pseudacacia aus 
der Oberseite von etwa 1 cm dicken Zweigen, in denen Ende Marz ein Sz 
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von etwas tiber 14 Atm., im Juni ein solches von etwa 13 Atm. gefunden 
wurde (Ursprung und Blum). 

Im folgenden soll zunichst die Ermittlung der Saugkraft des ganzen 
kambialen Gewebes versucht werden. Sie gelang besser als erwartet, so 
daB wenigstens dessen Durchschnittssaugkraft mit geniigender Sicherheit 
verfolgt werden konnte. 

Das Folgende soll eine Zusammenfassung der in den letzten Jahren von 
mir oder von A. Schénenberger im Kambium von Laubhdélzern durchge- 
fiihrten Messungen darstellen. 


Methode 


Aus frisch vom Baum und entsprechend zugeschnittenen Stamm- oder 
Aststiicken wurden mit feinen Rasierklingen aus der mit bloBem Auge 
hell erscheinenden kambialen Zone tangentiale Streifen von einigen Milli- 
meter Breite und einigen Zentimeter Lange herausgeschnitten, diese selbst 
wieder in Wiirfel von etwa 3 mm Seitenlinge geteilt und mit der Hebel- 
methode (Ursprung und Blum 1930, Ursprung 1937) direkt untersucht 
oder in Paraffindl gelegt. Die anatomische Kontrolle zeigte, daB diese 
Schnitte auBer dem Kambium, dessen Dicke ein Zehntelmillimeter kaum 
iibersteigt, auch noch anliegende Holz- und Rindenzellen enthielten, also 
etwa so dick sind wie die in der forstlichen Literatur als Safthaut bezeichnete 
Schicht, die nach Huber im Herbst im bestentwickelten Stadium bis ein 
Viertelmillimeter Dicke erreichen kann. Der Kiirze halber sollen diese 
0,2 bis héchstens 0,35 mm dicken Schnitte als Kambium bezeichnet werden, 
die sich in den Rohrzuckerlésungen in radialer Richtung sehr stark aus- 
dehnen und zusammenziehen, aber auch in tangentialer Richtung deutlich, 
aber weniger stark reagieren. Ein Beispiel dieser Art sei in Tab. 1 wieder- 
gegeben, aus der gleichzeitig auch die Geschwindigkeit der Reaktion zu ent- 
nehmen ist. Sie hangt hauptsachlich ab von der Vegetationszeit ; im Friih- 


Tab. 1. Geschwindigkeit der Reaktion des Kambiums im Sommer und Winter: Birke. 
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jahr und Sommer tritt das Gleichgewicht nach etwa 20 Min. ein, waihrend 
des Winters nach 30 bis 40 Min. Bedeutend weniger stark sind die Aus- 
schlige des Hebels sehr oft in den Kambien diinner Aste und Zweige, offen- 
bar weil es hier schwer ist, geniigend diinne Schnitte zu erhalten. Obwohl die 
Differenzen nach der positiven oder negativen Seite hin 12 Teilstriche 
kaum iibersteigen, ist die Reaktion doch eindeutig. Die wichtigsten Fehler- 
quellen liegen im Objekt selbst, wie Gewebespannung, Quellung; aber auch 
Fehler physikalischer Natur (Kapillaritaét, Druck auf das Kambium wih- 
rend des Praparierens) sind nicht zu vernachlassigen. Unter diesen hat fiir 
die praktische Messung einzig die Quellung gréBere Bedeutung. Legt man 
obige in Tab. 1 angegebenen Schnitte direkt in Wasser oder verdiinnte 
Lésungen, so wiirde man schon nach der ersten Minute einen positiven 
Ausschlag von 150 und hoéher erhalten. Diese Quellungen gleichen sich 
auch in Lésungen mit der Zeit aus, und nach etwa einer Stunde wiirde 
man trotzdem ein eindeutiges Resultat erhalten. Die Quellung kann man 
ganz oder beinahe unwirksam machen, wenn man die Schnitte vor dem 
Untersuchen etwa 1 Std. in Paraffindl legt. Eine solche mehr oder weniger 
starke Quellung zeigen die Kambien von Betula, Prunus avium und Fagus 
silvatica, wihrend bei Populus tremula, Salix caprea, Fraxinus excelsior und 
Acer Pseudoplatanus keine oder nur eine schwache Quellung sichtbar ist. 
Werden Rinden- oder Holzstiicke mit Zuwachsbohrern oder ahnlichen In- 
strumenten herausgeschnitten und aus solchen das Kambium herauspripa- 
riert, so verhindern die dabei ausgeiibten Drucke und Zerrungen eine ein- 
deutige Messung. Um solche zu verhindern, muBten die Aste an entspre- 
chender Stelle gesagt, die abgesigten Stiicke vorsichtig gespalten und aus 


den Teilstiicken der kambiale Teil mit scharfen Rasierklingen herausgenom- 
men werden. Aus Staéimmen wurden keilférmige Stiicke in geniigender 
Distanz herausprapariert und aus ihnen Kambiumschnitte in oben ange- 
gebener Weise hergestellt. Uber Einzelheiten der Methode oder auch der 
Resultate vergleiche man A. Schénenberger. 


Saugkraft des Kambiums und der anliegenden Rindenschichten 


Um die Saugkraft des Kambiums richtig beurteilen zu kénnen, ist es 
wichtig, auch das Verhalten der anliegenden Schichten kennenzulernen. In 
den wohlausgebildeten Rinden der Stéimme, die bei Fraxinus 6 mm, bei 
Salix, Betula, Fagus und auch bei Acer Pseudoplatanus 2 und 3 mm dick 
sein kénnen, ist es méglich, mehrere aufeinanderfolgende Rindenschichten 
zu praparieren und deren Dickeninderung unter dem Hebel zu verfolgen, 
wobei die Bezeichnungen in Tab. 2 im wesentlichen folgendes darstellen: 


,» Holz‘ = jiingster Holzteil des Kambiums. 

,.Kambium‘ = Kambium und anliegender Siebrohrenteil. 

, siebteil ‘ = Hauptmasse des weiter auBen liegenden Anteils der 
Zellen, in dem die gréBte Menge der Siebrohren liegen. 

,,.Rindenparenchym“ = auBerste Rindenzellen, zum Teil aus parenchyma- 
tischen oft chlorophyllhaltigen Zellen und Skleren- 
chym und anderen Zellen bestehend. 

,»Phelloderm‘‘ = junges Korkgewebe und anliegende Rindenzellen. 
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Die Tabelle gibt Messungen im Frihjahr noch vor der Laubentfaltung 
und nach Beginn der Belaubung wieder. Wahrend der laublosen Periode 
ist Sz im Kambium sehr hoch und fallt von da an nach auBen bestandig ab 
bis zum kleinsten Wert im Phellogen. NaturgemaB sagen diese Zahlen iiber 
die Wasserleitung in der Rinde nichts aus, da fiir diese Frage auBer der 
Saugkraft der einzelnen Zellen auch noch ihr On nebst dem Turgor bekannt 
sein muBten. Auch am anliegenden jungen Holz ist Sz sehr tief. Wichtiger 
ist, was spater noch ausfithrlicher behandelt werden soll, das Sinken der Saug- 
kraft im Kambium wihrend der geniigenden Wasserversorgung desselben 
und im groBen ganzen eine Umkehr der Werte von innen nach auBen wih- 
rend der Vegetationszeit, wobei der Siebteil immer héhere Werte zeigt als 
das Kambium, eine Folge des nun einsetzenden Assimilatstromes. 


Tab. 2. Aufeinanderfolgende Rindenschichten im Stamm von Fraxinus. 





Insertions- |Sznin 


Datum Rindenschichten OEE WP: 


Datum 














21.1V.13.00| Holz apr 9 | 11,3 | 21.1V.16.00 
| Kambium 26,5 
| Siebteil 11,5 
| Rindenparenchym 2,8 | 9,2 | 
| Phellogen | 9,7 | 10,3 
32. 1V.14.00 | Kambium | 25 Py 26,3 | 22. 1V. 8.00 
| Siebteil 
Phelloderm 











19. V. 10.00 | Kambium : : 4 | 8. VI. 14.00 
| Siebteil 
Rindenparenchym 
AuBere Rindechlorophyllhaltig; 


Die Saugkraft des Kambiums im Stamm und in Asten 


1. Gleiche Hoéhe 

Untersucht man den Stamm auf verschiedenen Seiten, aber in gleicher 
Hohe, so findet man kaum je dieselben Werte, obwohl die Differenzen 
meistens 1 Atm. nicht erreichen, also die Fehlergrenzen nicht weit iiber- 
steigen. In anderen Fallen treten Unterschiede bis zu drei und mehr Atmo- 
sphiren auf, die weder auf ungleiche Dicke des Stammes noch auf die immer 
vorhandenen Unterschiede der Klimafaktoren an den verschiedenen Stamm- 
seiten zuriickzufiihren sind. So zeigte ein Ast bei gleicher Linge der Leit- 
bahnen, dessen Dicke im Verhaltnis von eins bis zu zwei stand, derart 
geringe Saugkraftdifferenzen, daB man sie vernachlassigen kann. Die 
hdheren oder tieferen Werte konnen bei gleichzeitiger Messung an demselben 
Stamm einmal auf der Nordseite, ein anderes Mal auf irgendeiner anderen 
Seite auftreten, so daB die Differenzen vielmehr auf ungleich dicke Gewebe- 
stiicke zuriickgefiihrt werden miissen, da es nicht méglich ist, gleich dicke 
Schnitte herzustellen, die auBerdem auch nicht immer, wie anatomische 
Kontrollen zeigten, dieselben Gewebeelemente enthalten. Besser war die 
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Ubereinstimmung der Werte auf den vier Seiten eines aufrechten Astes, in 
dem Unterschiede mit den angewandten Abstufungen der Lésungen von 
0,05 Mol iiberhaupt nicht bemerkbar waren. Die Saugkraft im Kambium 
eines etwa 2cm dicken Astes Ende Mai war auf allen Seiten gleich groB, 
nimlich 12,0 Atm. Da dies nicht die Regel sein wird, tut man doch gut, bei 
vergleichenden Kambiummessungen, sowohl im Stamm wie im Ast, die glei- 
che Seite zu wihlen. 


2. Vertikale und waagrechte Aste 
Wenn man Messungen an vertikalen oder annihernd vertikalen Asten 
ausfiihrt, so findet man allgemein um so héhere Saugkriafte, je weiter das 
Kambium vom Astansatz entfernt ist, wenn die MeBstellen geniigend weit 
auseinander liegen, im allgemeinen mindestens 2—3 dm. Tab. 3 gibt einige 
Beispiele an Fraxinus in verschiedenen Vegetationsperioden. 


Tab. 3. Unverzweigte und verzweigte Aste. 


] 
Datum | Basis 





Sz Spite Astlange 
Mitte in m 





30,8 30,8 31,0 | 1,0 
13,7 14,4 15,1 1,2 
20,8 21,2 21,7 1,6 


| 
| 
Hauptast | 
Fraxinus | 
| 
| 
| 








Hauptast mit Seitenast Hauptast Seitenast 

Fraxinus | VO, | OT 11,9 84°. “Bs 
Acer 1. IIT. 16.00 19,1 | 18,3 6 | ee 
Betula 2.IV.17.00 | 14,7 | 15,2 13,6 0,8 





Aber auch hier gibt es ab und zu Abweichungen von der Regel, indem man 
oben und unten gleiche oder am oberen Ende einen kleineren Wert findet, 
besonders in den Wintermonaten. Schneidet man die fiir die Messung be- 
notigten Kambiumstiicke zu gleicher Tageszeit, so ist die Saugkraft im 
Sommer in gréBerer Hohe bei der Esche immer héher gefunden worden; 
die Differenzen pro Meter Leitbahn schwankten in unseren Messungen von 
etwa 0,2 bis 1,0 Atm. Doch kénnen keine Gradienten angegeben werden, da 
die Messungen offenbar noch zu wenig zahlreich sind und auch nur kiirzere 
Distanzen beriicksichtigt wurden. In horizontalen Asten interessiert vor- 
erst das Verhalten von Ober- und Unterseite, wobei es sich zeigte, daB Sz 
der epinastischen Oberseite stets héher liegt, wobei auch der Astdicke eine 
gewisse Rolle zuzukommen scheint, in dem dickere Aste gréBere Differenzen 
ergeben. Wenn daraus der Schlu8 gezogen wird, daB ein gréBerer Dicken- 
zuwachs eine héhere Saugkraft bedinge, so kann diese Auffassung durch 
einen deutlich hyponastischen Ast von Betula bestirkt werden, der im 
April auf der Oberseite eine Saugkraft von 17,8, auf der entgegengesetzten 
Seite eine solche von 20,6 Atm. ergab. Damit gilt fiir die Saugkraft das- 
selbe, was schon Jaccard fiir den osmotischen Wert an exzentrischen 
Querschnitten von Hélzern feststellte, der auf der breiteren Seite des Zu- 
wachses ausnahmslos grofer ist. Ferner sei daran erinnert, daB in geraden 
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und geotropisch gekriimmten Wurzelspitzen die gréBte Saugkraft ebenfalls 
in den Zonen starksten Wachstums gefunden wurde (Ursprung und Blum). 

MiBt man aber an Stelle der Hauptastspitze die auBerste noch meBbare 
Partie eines Seitenastes, der zwischen Astmitte und dessen Spitze liegt, so 
zeigt der Seitenast eine kleinere Saugkraft (Tab. 3), und zwar auch dann, 
wenn die Leitbahn an der gemessenen Stelle des Seitenastes linger ist als 
bis zur Astspitze. In diesem Zusammenhang diirften auch die Werte des 
Blattstieles interessieren. Vergleicht man gleichzeitig Basis, Mitte, Spitze 
des Astes mit einem in der Nahe der Astspitze inserierten Blattstiel, so 
zeigte der letztere bei allen bisher untersuchten Laubbaiumen eine kleinere 
Saugkraft. Ein Beispiel unter vielen gibt der Ast eines Ahorns; gemessen 
am 8. Mai nachmittags: Astbasis 9,6, Mitte 10,0, Blattstiel 7,4 Atm., wobei 
wiederum zu beriicksichtigen ist, daB unsere Methode einen Mittelwert der 
unter dem Hebel liegenden Wiirfelchen ergibt. Die Differenzen Astspitze — 
Blattstiel schwanken von 0,3 bis etwa 2 Atm. 


3. Stamme in verschiedener Hohe 


Hieriiber liegen gegen 200 Parallelmessungen vor, wobei gleichzeitig ein 
Rindenstiick am unteren Teil des Stammes, meistens an dessen FuB, ein 
anderes weiter oben geschnitten, in Paraffindl gelegt und beide méglichst 
rasch untersucht wurden. Sehr oft gelang es, gleichzeitig drei Kambien in 
verschiedener Hohe zu praparieren und zu messen. Die Versuche erstreckten 
sich auf zwei Eschenstémme, je einen Stamm von Buche, Birke, Eiche, 
Bergahorn und Salweide, wobei immer die an gleichen Flanken gelegenen 


Kambien verglichen wurden. Die folgende Tab. 4 gibt eine Auswahl der 
Messungen in verschiedenen Stammhéhen iiber dem Boden und zu allen 
Jahreszeiten mit den pro Meter berechneten osmotischen Gradienten. 
Alle Messungen an der kambialen Zone der Esche zeigen wihrend der 
Vegetationszeit ein Abnehmen der Saugkraft von oben nach unten. Das- 
selbe wurde auch bei den in der Tabelle nicht angefiihrten Stéimmen der 
Buche, Eiche, Weide und des Bergahorns gefunden. Diese Abnahme von 
Sz in basaler Richtung erklart sich am einfachsten mit der zunehmenden 
Verarmung des in den Siebréhren absteigenden Assimilationsstromes. Je 
mehr sich der Assimilationsstrom von seiner Bildungsstitte entfernt, um so 
airmer wird er an osmotisch wirksamen Substanzen. Damit diirfte auch die 
schon Hartig bekannte Tatsache zusammenhingen, daB in hohen Stémmen 
und langen Asten die Jahrringe der unteren Teile kleiner sind, weil eben das 
Kambium der Stammbasis weniger aufbauende Niahrstoffe erhalt als dessen 
oberer Teil. Aus den osmotischen Gradienten (= Abnahme der Saugkraft 
pro Meter Stammlange) laBt sich allerdings noch kein genaues Bild machen, 
vielleicht weil die Messungen noch zu roh sind, vielleicht auch, weil sie zu 
wenig dicht liegen und wahrend des Tages verschiedene Werte annehmen 
dirften. Diese Gradienten liegen wihrend der Vegetationsperiode im ersten 
Eschenstamm zwischen 0,5 und 1,8, im zweiten zwischen 0,20 und 1,2, in 
der Buche zwischen 0,06 und 1,5 Atm.; in der Eiche variieren sie von 0,08 
bis 1,57, im Ahorn von 0,27 bis 2,75 und der Birke von 0,10 bis 1,98 Atm. 
Sie wechseln also selbst in demselben Stamm sehr stark, scheinen aber bei 
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niherer Betrachtung nicht unabhangig von bestimmten Tagesstunden zu 
sein, was offenbar auf den Grad der Assimilationstatigkeit zuriickzufiihren 


Tab. 4. Saugkraft des Kambiums im Stamm in verschiedener Hohe. 





Hohe iiber Boden 


| . 
tei | falls Saugkraft in Atm. Oiennbinniinn 


San ee Gradient 








iat I | 1 | II 








Esche, @ 26cm 25 Messungen 
ll. IV. 14.00 2 31,0 | 22,1 | 
21. . 16.00 26,5 | 19,4 
25. . 16.00 y 6,4 | 15,1 
15. . 14.00 : 6,2 15,8 
14. . 15.00 ' 9,4 15,5 

. 17.00 8 | 9,4 | 17,3 
. 18.00 y 13,8 | 22,9 
8.00 : ; 21,0 | 27,6 
9.00 . 26,2 20,2 
. 15.00 d 34,2 | 33,7 
. 21.00 ; 34,2 | 33,9 


Messungen 

. 17.00 32,7 33,7 0,23 
. 14.00 : 32,7 25,9 
. 14.00 2 21,0 | 22,8 | 24,6 
. 17.00 ; 19,0 20,1 

9.00 : 21,2 13,8 
. 14.00 : 30,8 33,7 
. 10.00 16,2 21,8 
. 10.00 0,1 21,4 21,0 
. 16.00 0,1 | 36,7 34,2 
. 17.00 0,4 37,3 35,7 
. 15.00 rt 33,2 | 33,2 


23 Messungen 

. 14.00 0,6 6,4 18,0 16,3 — 0,28 
. 14.00 0,1 5,7 | 15,6 18,4 reichl. Bluten 0,5 

. 13.00 0,3 6,0 16,1 17,3 0,21 

. 14.00 0,6 3,4 6,0 4,3 5,9 8,1 0,70 

. 15.00 0,5 2,8 5,9 3,5 5,3 8,2 0,87 

. 13.00 0,2 4,1 6,7 | 10,1 | 13,6 | 16,8 1,03 

. 15.30 0,8 7,4 | 18,1 | 14,5 — 0,54 

. 14.00 0,1 3,0 5,9 13,1 | 16,0 | 17,3 0,72 

. 14.00 1,0 6,5 13,5 | 13,1 — 0,08 

. 14.00 0,4 6,9 | 10,9 11,5 0,04 

. 16.00 0,6 | 2,5 7,0 | 37,8 | 34,0 | 29,0 — 1,37 

2. . 14.00 Os) | | see 7,3 | 38,4 | 33,6 | 27,7 — 1,48 

a . 18.00 0,5 3,4 7,6 | 20,5 | 19,6 | 19,3 — 0,17 

| | 

sein dirfte und einer genaueren Untersuchung wohl wert wire. Bei dieser 
Gelegenheit sei auf ahnliche Befunde Arcichovskijs und Pfeiffers hin- 
gewiesen, obwohl sie andere, aber mit Sz des Kambiums in Beziehung ste- 
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hende Gré8en untersuchten und mit anderen Methoden arbeiteten. Im 
allgemeinen nimmt der Gradient vom Beginn der Belaubung an wahrend der 
Vegetationszeit zu und im Herbst wieder ab. Wahrend des Winters findet 
man unterschiedliche Werte, im allgemeinen mit negativem Gradienten: 
die Saugkraft des Kambiums ist im oberen Teil des Stammes kleiner als 
unten. Ob dieses Verhalten mit der Abschwachung der Funktion des Kam- 
biums, mit dem Stoffwechsel oder mit den Klimafaktoren, die allerdings 
keinen wesentlichen Einflu8 auf das Sz des Kambiums haben, zusammen- 
hangt, mu eingehenderen Untersuchungen vorbehalten werden. 

Von diesen Befunden gibt es eine bemerkenswerte Ausnahme bei der 
Birke, die auch wiahrend der Vegetationszeit mehr Umkehrungen des Sz 
zeigt, als in der Tabelle angegeben sind. Recht oft findet man oben kleinere 
Werte als unten. Das laBt sich vielleicht einigermaBen verstindlich machen 
mit der bis auf Bodennihe gehenden Beastung, wahrend diese bei den an- 
deren untersuchten Baumen erst in vier bis sieben Meter Hohe begann. 
AuBerdem waren die Jahrringe der untersuchten Birke in 6m Héhe be- 
deutend schmiler als in 1 m Hoéhe, wahrend die anderen Stimme das Um- 
gekehrte zeigten. Die Saugkraft des Kambiums scheint demnach in einer 
gewissen Beziehung zum Dickenwachstum zu stehen, was auch aus dem 
anschliefeenden Abschnitt hervorgeht. 


4. Gekriimmte Stimme und Aste 


In exzentrischen horizontalen Asten wurde auf der stirkeren Seite des 
Zuwachses immer eine hdhere Saugkraft gefunden. Es diirfte daher von 
Interesse sein, die Verhaltnisse auch in sehr stark gekriimmten Asten und 
Stimmen zu verfolgen. In solchen mu8 zwischen wachsenden, also sehr 
jungen und mehr oder weniger ausgewachsenen Asten unterschieden werden. 
In letzteren wurde Sz wahrend des ganzen Jahres auf der Konkavseite 
immer hoher gefunden, wenn die Aste iiber ein Jahr alt waren. In der laub- 
losen Periode liegen die Differenzen in der Regel zwischen etwa 2 und 
3 Atm., im Friihjahr und Sommer sind die Unterschiede kleiner. Bei dies- 
jahrigen Asten aber ist die Konvexseite im Mittel um etwa 1% Atm. hoher. 
Im Spitherbst kann sich das Verhaltnis umkehren. An bajonettartig ge- 
kriimmten Stammen, die in den nahe gelegenen Waldern aufgetrieben wer- 
den konnten und deren Kriimmung zwischen 110 und 180 Grad lagen, 
wurden ebenfalls AuBen- und Innenseite gemessen, um die bei gekriimmten 
Asten gefundenen GesetzmaBigkeiten am lebenden Gewebe zu priifen. An 
iiber 40 6 bis 20 cm dicken Staimmen von sechs Baumarten, zu denen zu den 
friiher genannten noch der Kirschbaum trat, wurde iiberall das gleiche 
Resultat erhalten: Konkavseite gréBer Konvexseite. Im allgemeinen kann 
folgende Regel gelten, wie zwei gekriimmte Buchenstéimme, gemessen 
Mitte Juni, zeigen: 


Saugkraft gekriimmter Buchenstimme. 





Konkav | Konvex 


9 | 110Grad 14,1 Atm. | 8,7 Atm. 
8 reas ee 16,2 


7) | Kriimmung 





| 
| 
| 
| 


” 


Protoplasma, Band XLVI/1—+ 
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Bei der gleichen Art ist die Differenz beider Seiten un so groBer, je dicker 
der Stamm ist; ein deutlicher Einflu8 der Kriimmung konnte innerhalb der 
angegebenen Grenzen nicht ermittelt werden. Eine naihere Analyse lehrt, 
Atm. 
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Abb. 1. Tagesschwankung von Sz des Kambiums im Stamm der Esche. 
Ausgezogen = Saugkraft des Kambiums. Gestrichelt = Saugkraft der Luft. 





da8 die Differenzen beider Seiten sehr stark von der Dicke der beidseitigen 
Jahrringe abhiangen, von denen ja auch bekannt ist, daB Zahl und Weite 


der GefiBe sowie Lange und Dicke der Libriformfasern auf beiden Seiten 
mit ihrer Breite differieren. 
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5. Die Veranderung der Saugkraft des Kambiums wahrend 
des Tages 


Blatter, Bliitenteile, auch Stengelepidermen und Rindenzellen krautiger 
Pflanzen zeigen eine ausgesprochene Tagesperiode, die vor allem vom 
Wassergehalt des Bodens und dem Siattigungsdefizit der Luft abhingen. 
Eine ahnliche tagliche Schwankung zeigten nach Regli auch die Spreiten 
der Laubbiume, die ebenfalls in erster Linie mit dem Sattigungsdefizit 
steigt und fallt. Von was haingt nun die Saugkraft des Kambiums ab, die 
ebenfalls eine tiigliche periodische Schwankung aufweist? Von den zahl- 
reichen Messungen an den Stémmen der Buche und der Esche seien hier 
nur drei vom Stamm der Esche angefiihrt, deren zwei das charakteristische 
Verhalten im Sommer, eine andere im Winter zeigt (Abb. 1). 


Neben der Saugkraft des Kambiums, die im Verlaufe von 24 Std. an 
méglichst benachbarten Stellen und méglichst gleicher Héhe an demselben 
Stamm, im Sommer mindestens alle ein oder zwei Stunden gemessen wurde, 
ist die Saugkraft der Luft angegeben. 


Alle Messungen der Saugkraft im Verlaufe eines Tages zeigen einen auf- 
fallend ahnlichen Verlauf; die Saugkraft steigt beim Einnachten rapid an, 
um vom anbrechenden Tag an mehr oder weniger rasch bis gegen Abend 
abzufallen. Die AuBenfaktoren scheinen nur einen sehr geringen EinfluB 
zu haben. In der Tat findet man an normalen Sommer-, aber auch Vor- 
wintertagen denselben Verlauf der Tageskurve; was sich andert, ist nur 
die Amplitude. Bei stirkeren Dauerregen wird die Kurve etwas flacher, 
bei plétzlichen und starken Anderungen der AuBenfaktoren bemerkt man 
in der Tageskurve ebenfalls UnregelmaBigkeiten; so ist der Knick in der 
Kurve vom 21. auf den 22. Juli auf ein auBergewohnlich heftiges Gewitter 
mit starkem nachfolgendem Regen zuriickzufiihren, der die Saugkraft 
merklich fallen lie. In den Blattern steigt die Saugkraft bei normalem 
Wetter am Tag und fallt in der Nacht. Im Kambium der Stémme fallt Sz 
am Tag und steigt in der Nacht. Die tiefsten Sz-Werte korrespondieren sehr 
oft mit der héchsten Saugkraft der Luft und fallen mit steigendem Satti- 
gungsdefizit. Nun ersetzt der Stamm das am Tag verlorene Wasser wahrend 
der Nacht; dadurch wird eine hohere Saugkraft der Stammzellen waihrend 
der Nacht verstandlich, weil die Assimilate zur Hauptsache in der Nacht 
im Siebteil, dem Nachbarn des Kambiums, abwirts wandern. Auf diese 
Weise werden die lebenden Rindenzellen waihrend der Nacht an osmotisch 
wirksamen Substanzen, wobei der Zucker eine wichtige Stelle einnimmt, 
angereichert, sofern die Bedingungen der Assimilation am Tage giinstige 
waren, was ebenfalls zu einer Erhéhung von On und mit ihm auch zur Er- 
héhung von Sz fiihren muB. Vor dem Laubtrieb gibt es noch keinen ab- 
warts gerichteten Saftstrom ; die Saugkraft des Kambiums dndert sich wah- 
rend des Tages nur wenig. Von der Entfaltung der Knospen an beginnt das 
langsame Ansteigen der Saugkraft wahrend der Nacht, das sich im Stamm 
und in den Asten mehr und mehr steigert, und vom Herbst an bis in den 
Winter hinein wird die Sz-Kurve wieder flacher. Da8 diese in der Nacht 
erhéhte Saugkraft des Kambiums nicht ohne Einflu8 auf das Wachstum und 
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die Bildung neuer Kambiumzellen sein wird, diirfte klar sein; finden doch 
die Zellteilungen in diesem Gewebe nach G. Karsten hauptsichlich wih- 
rend der Nacht statt. 


6. Die jaihrlichen Schwankungen 


Da die Saugkraft des Kambiums besonders im Sommer starke periodische 
Tagesschwankungen zeigt, war auch eine merkliche Verinderung wihrend 
des Jahres anzunehmen. Um méglichst vergleichbare Zahlen zu erhalten, 
muBten immer dieselben Baume gleicher Gréf8e, gleichen Standortes zu 
gleicher Tageszeit untersucht werden. Auch stammen die Kambien von 
derselben Baumseite und méglichst gleicher Hohe. Um den Einflu8 der 
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Abb. 2. Jahrliche Schwankung von Sz im Stamm der Esche. 


Verwundung einigermaBen zu mildern, wurden die Wunden mit einer spezi- 
ellen Salbe abgedichtet. 

In den Kurven (Abb. 2) und (Abb. 3) ist die Saugkraft in Stimmen 
von Esche und Buche in 0,5 und 8 m iiber dem Boden sowie die Saugkraft 
der Luft angegeben (R. F. und T. beim untersuchten Stamm gemessen). 

Im groBen ganzen zeigen die Jahreskurven, auch die hier nicht abge- 
bildeten Kurven von Acer Pseudoplatanus, Quercus Robur, Betula pendula 
und Salix caprea denselben Verlauf. Zwei Maxima wechseln ab mit zwei 
Minima. Das gréBere Maximum finden wir wihrend der Winterruhe mit 
Beginn waihrend des Laubfalles bis im Marz, bei Betula und Salix bis Fe- 
bruar. Das zweite kleinere Maximum beschrinkt sich im wesentlichen auf 
Juli und August, bei Acer bis Anfang Oktober. Die kleinsten Saugkrifte 
treten im April und Mai auf (bei Betula und Acer auch noch im Juni), das 
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zweite Minimum dauert nur die kurze Zeit von etwa einem Monat, etwa 
von Anfang September bis gegen Mitte Oktober, bei der Eiche bis in den 
November hinein. Eine Abweichung zeigt Salix caprea, die gerade im Augen- 
blick der beginnenden herbstlichen Verfirbung Ende September ein drittes 
Ansteigen von Sz zeigt, um Mitte Oktober stark abzufallen und gleich den 
hohen Winterwerten zuzustreben. Der stiirkste Abfall der Saugkraft auBert 
sich beim ersten Friihjahrsbeginn. Man darf wohl annehmen, dai das 
in Funktion tretende Kambium von den Reservesubstanzen zehrt. Im 
Falle der Eiche und der Buche kann kaum an dieser Deutung gezweifelt 
werden, da die Kambiumtitigkeit bereits vor dem Erscheinen der Blatter 
beginnt. Bei anderen Arten zieht sich das Sinken von Sz weiter in den Friih- 
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Abb. 3. Jiahrliche Schwankung von Sz im Kambium des Buchenstammes. 


ling und trifft etwa mit der beginnenden Entfaltung der Knospen zusam- 
men oder gar, wie bei der Buche, mit der Blattbildung. Mit dieser Erschei- 
nung koinzidieren die Ergebnisse anderer Autoren. Giumann gibt fiir den 
Stamm der Buche eine Abnahme des Fettgehaltes im Friihjahr an, Cocker- 
ham bei Acer Pseudoplatanus eine starke Verminderung der Starke im 
April und Mai. Da mit der Entwicklung und Entfaltung der Knospen ein 
groBer Teil der im Stamm abgelagerten Reservestoffe aufgebraucht ist, 
aber noch keine neue Zufuhr stattfindet, muB die Menge der osmotisch 
wirksamen Substanzen abnehmen, On wird demnach kleiner werden und 
mit ihm auch die Saugkraft, da deren Gré8e hauptsichlich von On abhangt. 
Sz bleibt bis Ende Juni ungefahr gleich groB und geht dann zu einem kleinen 
Maximum iiber, wahrscheinlich vor allem bedingt durch die zunehmende 
Zahl der Blatter, die eine staérkere Assimilation und damit eine Vermehrung 
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der Reservestoffe bedingen, die, weil die Blatter zu dieser Zeit ausgewachsen 
sind, in der Form osmotisch wirksamer Stoffe in Aste und Stamm abwandern. 
Das kurze Spatherbstminimum kann durch zwei Ursachen bedingt sein. 
Durch den Blattfall werden Bildung und Zufuhr von Assimilaten in den 
Stamm unterbrochen, und da die Temperatur noch nicht stark gefallen ist, 
werden die Assimilate in osmotisch wirksame Reservestoffe umgewandelt. 
Mit dem Eintritt des Winters wird bei zanehmender Kiilte ein Teil der Starke 
wieder in Zucker verwandelt ; dazu kommt die Wirkung der Kalte, die bei 
plétzlichem Eintritt und bei scharfer Temperaturerniedrigung sekundir 
On weiter ansteigen laBt, hat doch schon Wieler bei Kalteversuchen im 
Kambium von Laubhdlzern ein Ansteigen von On bis zu 2% KNOs angege- 
ben, was einer Zunahme der Saugkraft des Zellsaftes um etwa 6 bis 8 Atm. 
entspricht. Wenn auch der Turgor etwas zunehmen wird, ist damit doch 
auch ein Ansteigen der Saugkraft bedingt. 

Verfolgt man die Saugkraft mehrere Jahre hintereinander, so liegt Sz 
in Jahren starken Fruchtansatzes tiefer. Bei der Eiche kann der Unter- 
schied 8, bei der Buche 5 Atm. sein. 


Zusammenfassung 


1. Mit der Hebelmethode 1aBt sich die Saugkraft tangentialer Kambium- 
streifen leicht und einfach messen. 


2. Stéimme und mehr als einjahrige exzentrische Aste haben auf der 
Seite des staérkeren Zuwachses eine héhere Saugkraft; entsprechend findet 
man bei horizontalen Asten auf der epinastischen Oberseite héhere Werte. 


3. Wahrend der Vegetationsperiode nimmt im Stamm die Saugkraft 
von oben nach unten ab. Im Winter geht diese Saugkraftdifferenz zwischen 
oben und unten auf Null oder wird sogar negativ. Auch in Asten nimmt im 
Sommer die Saugkraft von unten nach oben mehr oder weniger regel- 
maBig zu. 

4. Die Saugkraft wahrend eines Tages variiert im Winter nur wenig, 
wihrend der Assimilationsperiode aber sehr stark, indem sie in der Nacht 
sehr stark ansteigt, was mit der Erhéhung des Zuckergehaltes waihrend des 
Abtransportes der Assimilate zusammenhangt. 

5. Im Laufe des Jahres findet man ein gréBeres Maximum im Winter, 
ein kleineres im Juli-August. Sie werden von zwei Minima abgelést, einem 
langeren und stirkeren Frihlingsminimum und einem kurzdauernden 
Sinken der Saugkraft im September-Oktober. 
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This series of experiments on effects of changes in the oxidation-reduction 
potential of sea water upon the growth and development of marine eggs 
was based upon the concept that the apical end of marine eggs has a more 
positive potential than the basal or vegetal end, and that there is a gradient 
established as found by Dr. Child (1936). If therefore the redox potential 
could be changed from that of normal sea water to a more positive or a more 
negative potential, one should be able to change the relative growth of 
these two poles of the egg, with the concomitant effects of over or under 
development. In this way, the more positive potential should over stimulate 
the apical end, producing the so-called ‘‘animalization”’ or related forms 
which may be intermediate depending upon the species used. The more 
negative potential according to this theory, should over-develop the basal 
end, producing “vegetalization’”’ or its allied forms. 

Since these results were similar in different species, it appears that they 
could be considered of general application. 


Methods 


Several different species of marine eggs were used. These included 
Arbacia pustulosa, Psammechinus miliaris, Paracentrotus lividus and Sphaer- 
echinus granularis. 

The redox potential of the sea water was changed by the addition of one 
of the redox dyes of the Clark series. Concentrations varied from 10—* to 
10—* per cent in sea water, depending upon toxicity. The eggs were perme- 
able to the dyes since changes in the consequent structure took place as 
development proceeded, with or without a change in color of the egg. The 
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method of procedure followed that used in former experiments (Brooks 
1950, 1951, 1954). 

The following list gives the dyes selected as to redox potential, including 
those at a very positive potential down to a very negative one. See 
Clark, W. M., 1928. 

Table 1 
Dye E, at pH 7.0 

meta bromphenol, indophenol -2475 

2, 6-dibromphenol indophenol .2184 

o-cresol indophenol + .1947 

guaiacol indophenol .05 

methylene blue O11 

k-indigo tetrasulphdnate 046 

k-indigo monosulphonate 159 

janus green (blue to red) .035 (at pH 7.5) 
janus green (red to colorless) .275 (at pH 7.5) 
neutral red .320 

Since the experiments were done with sea water, the potential in each case would 
be lowered because of the more alkaline reaction (pH 8.0) of sea water, but their rel- 
ative positions in the scale would remain. 


Results 


In these experiments three variants were used: 

1. Different concentrations of dyes as stated above. 

2. The time during which the eggs were subjected to the experimental 
solutions before being returned to sea water. This varied from a few minutes 
to several days. 

3. The stage of development at which the eggs were places in the experi- 
mental solutions. This varied from immediately after the formation of the 
fertilization membranes to the blastula or gastrula stages. Controls always 
developed to the pluteus stage. 

In Fig. 1 the results of some of the experiments are illustrated. Figures 
A, B, F, and G represent examples of development in the positive region, 
of the scale and show changes described elsewhere by various investigators as 
overdevelopment of the apical region or ‘“‘animalization.” In the case of 
“A,” apical tufts were formed; in ““B’’ where the eggs were permitted to re- 
main a shorter time and in a less concentrated solution a less distinct form 
developed. Embryos in o-cresol phenol indophenol also gave the same re- 
sults as in “A.” In “F” and “G,” no invagination and rudimentary or no 
archenteron was formed. Intermediary forms were produced by methylene 
blue as shown in “L” and “M,” with partial spine formation, a distinct 
archenteron but no invagination. This dye is slightly in the positive region 
of the scale. 

In the remaining cases, ““C”’ to ‘“H”’ forms favoring the overdevelopment 
of the basal end of the embryo were produced and this is usually known as 
“‘vegetalization.”’ In “C” there is a thickening of the basal end; In “D” 
and “EH” exogastrulation which is partial. These forms were produced by 
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k-indigo monosulphonate, the more negative of the sulphonate group, and in 
the negative region of the scale. In this case, Psammechinus miliaris was 
used. In the case of ‘“H” and “J,” the same dye was used with Paracentrotus 


Fig. 1. 
Arbacia pustulosa remaining in .0025% 2, 6-dibromphenol indophenol for 10 mi- 
nutes. 
Same remaining in .001% 2, 6-dibromphenol indophenol for 5 minutes. 
Psammechinus miliaris remaining in k-indigo monosulphonate, .010%, for 12 hours. 
Same in similar solution for 12 hours. 
Same in k-indigo monosulphonate, .010% for 5 days. 
Paracentrotus lividus in .006% meta bromphenol indophenol for 24 hours. 
Same in .001% meta bromphenol indophenol for 48 hours. 
Paracentrotus lividus in .010% monosulphonate 24 hours. 
Same as H, but in experimental solution for 5 minutes. 
Paracentrotus lividus in .005% k-indigo tetrasulphonate for 24 hours. 
Same as J. 
Paracentrotus lividus in .0005% methylene blue for 14 hours. 
Same as L. 
Spaerechinus granularis in 5 x 10—6 % janus green for 12 hours. 
Sphaerechinus granularis in 5 x 10—5 % janus green for 48 hours. 
Same as N. 
Paracentrotus lividus in .005% neutral red for 2 minutes. 


lividus embryos and different time intervals. Here again partial exogastru- 
lation is found. 

In the case of “J,” Paracentrotus lividus embryos produced forme re- 
sembling those of the Lithium larvae when kept a longer time in solutions 
of k-indigo tetrasulphonate, of a less concentrated solution. ““K’’ is not so 
fully affected as “J.” 





Changes in the Growth of Marine Eggs 107 


In the most negative regions used, Sphaerechinus granularis was subjected 
to janus green as shown in “N” and “0.” The thickened basal region in 
“N” with a longer exposure, was produced and the forms similar in 
appearance to the Lithium larvae, with what can be designated as exo- 
gastrulation. In ““P” there is an extension of the basal end and no further 
development. In “Q” neutral red produced the thickening of the basal re- 
gion in Paracentrotus lividus similar to that found in “N.” 

In all cases swimming larvae were produced. The controls gave normal 
plutei, but the experimental embryos did not develop beyond the stage illus- 
trated. These are camera lucida drawings. 

In conclusion, the respiratory enzymes of sea urchin eggs are reversible 
electromotively active redox systems having certain ratios of oxidants to 
reductants at the normal potential of sea water. When other reagents, such 
as the electromotively active redox dyes are added to normal sea water, the 
ratio of oxidants to reductants changes so that a greater proportion of one 
species exists. The electron exchange which takes place produces profound 
changes in the metabolism of the developing cells. In these experiments 
these changes have been illustrated by the abnormal growth of the embryo 
as a result of the differing potentials introduced. 
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1. Einleitung 


Die pflanzliche Gewebedifferenzierung erfolgt weitgehend nach dem 
Prinzip der alternativen Modifikation. Die modifizierenden Bedingungen 
sind zum grofen Teil innere Faktoren: Die einzelnen Zellen der embryo- 
nalen Gewebe, oft schon die beiden Pole einer embryonalen Zelle sind 
unterschiedlichen Bedingungen ausgesetzt und ihr kiinftiges Schicksal ist 
daher sehr verschieden. Einer der wichtigsten Faktoren, die diese Unter- 
schiedlichkeit der Bedingungen herstellen, ist die Polaritat. Diese Polaritat 
wird zwar bekanntlich durch Faktoren induziert, die nicht in der Zelle 
selber liegen: aber im Augenblick der Differenzierung ist die Polaritat eben 
ein innerer Faktor. Durch die strukturelle Polaritat des Protoplasten ent- 
stehen Gradienten, vor allem Gradienten stofflicher Natur, die fiir das 
unterschiedliche Schicksal der am apikalen und basalen Pol entstehenden 
Tochterzellen verantwortlich sind (Biinning 1955). Mit anderen Worten: 
Die Polaritit ist der entscheidende Faktor bei inaqualen Teilungen. Durch 
Stérung dieser Polaritat laRt sich daher die Differenzierung weitgehend 
unterdriiken (Biinningu.llg,Biinningu.v. Wettstein,v. Wett- 
stein). Die Polaritat ist oft struktureller Natur (erst ihre Folgen sind stoff- 
liche und energetische Gradienten); und zwar beruht sie offenbar auf der 
gerichteten und fest verankerten Anordnung von Polypeptidketten in 
peripheren Schichten des Cytoplasmas. Daher ist ihre Beeinflussung 
namentlich durch Faktoren méglich, die eine solche Orientierung verhin- 
dern. So lat sich die Polaritatsstérung durch Colchicin und andere Fak- 
toren deuten. 

In der vorliegenden Arbeit sollte einmal durch weitere Versuche der 
Erfolg solcher Einfliisse gepriift werden, um dadurch genauer erkennen zu 
kénnen, welche Differenzierungsschritte auf den genannten protoplasmati- 
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schen Ordnungen beruhen. Eine andere Frage, die wir auch beriihren wer- 
den, ist die, ob fiir Differenzierungsverschiedenheiten in radialer Richtung 
ebenfalls solche Polaritatsachsen verantwortlich sind. Wir hatten schon in 
einer friiheren Untersuchung (Biinning u. I]g) Anhalispunkte dafiir 
gewonnen. 


2. Beeinflussung der Differenzierungen im Spahgnum-Blatt 


Als Material diente Sphagnum cymbifolium. Untersucht wurde die Be- 
einflufbarkeit der Differenzierung durch Colchicin (Colchicinum puriss. 
cryst. der Fa. Merck), das in Aqua dest. gelést und in Konzentrationen von 
3,1 X 10-3 bis 50 X 10-% mol/l benutzt wurde. Bespriihung der Pflanzen 


” ~ 














Abb. 1 
Abb. 1. Teil eines colchicinierten Sphagnum-Blattes mit einer Zone von Hyalin- 
zellen ohne Spangen. 
Abb. 2. Spangenlose Hyalinzellen vom Blattrand einer colchicinierten Sphagnum- 
pflanze. 


mit den Colchicin-Lésungen fiihrte nicht zum Ziel, weil die Lésungen nicht 
zu den Vegetationspunkten vordrangen. Daher wurden die Pflanzen mit 
den Gipfelrosetten in Glaschen mit je 4 cm? Colchicin-Lésung gesteckt. Nach 
48 Std. langer Behandlung wurden die Pflanzen 24 Std. mit Regenwasser 
ausgewaschen und in Glasern in feuchtem Torfmull ausgepflanzt. Einen 
Monat nach der Behandlung wurde mit der Untersuchung begonnen. Fixiert 
wurde dazu 12—24 Std. mit Chromessigsdure, gefarbt mit Hamatoxylin 
nach Delafield. Auch beim Eintauchen der Pflanzen in die Colchicin-Lésun- 
gen wurden nur bei einem kleinen Bruchteil der Exemplare Veranderungen 
ermittelt. Als deutlichste Reaktion kann dabei fiir Blatter, auf die das 
Colchicin in relativ spaten Entwicklungsstadien eingewirkt hatte, das Aus- 
bleiben der Bildung von Verdickungsleisten in den Hyalinzellen einzelner 
Blatter erwahnt werden (Abb. 1). Poren wurden von diesen Zellen inter- 
essanterweise aber trotzdem ausgebildet: jedoch unterblieb an diesen die 
Entwicklung der Porenschwielen (Abb. 2). Mit Hamatoxylin und anderen 
Farbstoffen farbten sich die spangenlosen Hyalinzellen viel intensiver an 
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als die normalen (Abb. 3). Auch ihre Fluoreszenz ist starker als die der nor- 
malen. (Bei den normalen zeigen nur die Spangen starke Fluoreszenz.) Die 


Abb. 3. Teil eines stark mit Himatoxylin iiberfairbten Sphagnum-Blattes. Die 
Zellwinde des Gewebestreifens ohne Spangen in den Hyalinzellen sind stiarker 
gefarbt. 

Abb. 4. Stérung des Gewebemusters in einem colchicinierten Sphagnum-Blatt. 


Wande der unter dem ColchicineinfluB entstandenen Zellen sind also offen- 
bar dickwandiger. Durch das Colchicin wird offensichtlich nicht die Zellu- 


Abb. 6 
Abb. 5. Anhaiufung von Chlorophyllzellen in einem colchicinierten Sphagnum-Blatt. 
Abb. 6. Bildung einer Chlorophyllzelle an Stelle einer Hyalinzelle in einem 
Sphagnum-Blatt. 


losebildung, sondern nur deren Ordnung zu Spangen usw. verhindert. Der- 
artige Effekte waren ja zu erwarten, wenn man annimmt, da nicht nur die 
Differenzierung zu verschiedenartigen Zellen, sondern auch die Differenzie- 
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rung innerhalb einer Zelle von einer bestimmten Ordnung in der Oberflache 
des Cytoplasten abhangt. Zu solchen intrazelluliren Differenzierungen ge- 
hért die Ausbildung von Verdickungsleisten; und wir wissen ja auch aus 
anderen Untersuchungen, daf die Ausbildung von Wandstrukturen von 
einer bestimmten Ordnung innerhalb des Cytoplasmas abhangt. 

An Blattern, auf die die Colchicin-Lésung in jungen Entwicklungsstadien 
eingewirkt hatte, traten andere Anomalien auf. Vor allem konnte gelegent- 
lich die erwartete Stérung der inaqualen Teilungen beobachtet werden, so 
da sich starke Abweichungen vom normalen Muster der Chlorophyll- und 
Hyalinzellen ergaben (Abb. 4, 5). Im Extremfall konnte das Blatt ganz 
iiberwiegend aus Chlorophyllizellen bestehen, zwischen die nur einzelne 
Hyalinzellen eingestreut waren. Selten zeigten einzelne der pathologisch 
ausgebildeten chlorophyllhaltigen Zellen die Form von Hyalinzellen, offen- 
bar als Ergebnis einer nur partiellen Stérung der Inaqualitat (Abb. 6). 


3. Weitere Colchicin-Wirkungen 


Wir haben noch bei einigen anderen Objekten die Wirkung von Colchi- 
cin auf Differenzierungsvorgange untersucht. Im einzelnen soll hier nicht 
darauf eingegangen werden, weil die Effekte weitgehend den schon friiher 
von anderen Autoren beschriebenen entsprechen (Mairold, Weissen- 
béck). Betont sei nur das haufige Auftreten kugelférmiger Zellen oder 
doch von Zellen, bei denen die Laingenunterschiede der einzelnen Achsen 
stark ausgeglichen waren. Solche Effekte sind ja als Folge gestérter Polari- 
tat gut deutbar. 


4. Zur Rolle der radialen Polaritét bei der Differenzierung 


Bei der Differenzierung im pflanzlichen Sprof8 spielen offenbar Gradien- 
ten eine erhebliche Rolle, die in radialer Richtung im Organ bestehen. Das 
Schicksal von Zellen in der Sprofachse ist ja deutlich davon abhiangig, wo 
diese Zellen in bezug auf den Mittelpunkt bzw. in bezug auf die Oberflache 
liegen. Zellen, die ganz aufen liegen, kénnen verkorken, weiter nach innen 
liegende Zellen mégen einen Sklerenchymring bilden usw. Man hat fiir 
diese deutliche Abhangigkeit der Differenzierung von der Lage unterschied- 
liche Gradienten verantwortlich gemacht. Besonders gedacht wurde etwa an 
Gradienten der Aziditat, aber z. B. auch an Gradienten der elektrischen 
Ladungsverhaltnisse. Welcher Gradient nun immer auch als entscheidend 
erkannt wird, es bleibt doch in jedem Falle die grundsatzliche Frage offen, 
wie diese gemessenen Gradienten entstehen. Es ware einerseits denkbar, 
daf sie rein aus inneren Ursachen entstehen, andererseits aber kénnte man 
auch annehmen, daft sie auf einfache physikalische Gradienten zuriickgehen. 
Die pflanzlichen SproRorgane sind ja fortgesetzt dem Einflu& bestimmter 
physikalischer Gradienten ausgesetzt. Man kann etwa an das Gefialle der 
Sauerstoffkonzentration, der Kohlendioxydkonzentration, der Hydratur 
usw. denken. Fiir eine solche Deutung mag sprechen, da nach dem Fort- 
schneiden von Teilen der iuReren Gewebe die jetzt freigelegten bzw. naher 
zur Oberflache geriickten Gewebe eine Entwicklung einschlagen, die ihrer 
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neuen Lage entspricht. Bestimmte Kambien, Sklerenchymringe oder Skleren- 
chymgruppen, Gefafbiindel usw. entstehen oft in einer ganz bestimmten 
Entfernung von der Oberflaiche. Auch einige Angaben in der Literatur spre- 
chen fiir eine solche Bedeutung physikalischer Gradienten bei der Deter- 
minierung der von der Lage zur Oberflache abhangigen Differenzierungen. 
Gegen solche Deutungen sprechen allerdings schon die Untersuchungen von 
Allsopp (1948/49), nach denen die Differenzierungen weitgehend unab- 
hangig vom Sauerstoffpartialdruck sind. 

Wir haben in groRem Umfang Untersuchungen an Kallusgewebe und an 
Gewebekulturen unternommen, um zu priifen, ob die Feuchtigkeit, die 
Sauerstoff- oder Kohlendioxydkonzentration einen Einflu& auf die Differen- 
zierungsvorgange haben. Damit haben wir die Faktoren erfa&t, von denen 
man vermuten konnte, daf sie als physikalische Gradienten zwischen dem 
Innern der Pflanzengewebe und deren Oberflache normalerweise bei der 
Differenzierung beiteiligt sein kénnten. Wenn sie dabei wirklich mitwirken, 
miiRte erwartet werden, daff ihre experimentelle Anderung die Differen- 
zierung beeinfluft. 

Wir kénnen uns hier mit einer kurzen Wiedergabe der Ergebnisse be- 
gniigen, weil diese negativ waren. In keinem Fall zeigte sich die vermutete 
tiefgreifende Beeinflussung. 

Gewebekulturen von Scorzonera hispanica und Daucus carota wurden 
bei %, 6, 21 und 100 Vol.% Sauerstoff gehalten (dabei war dann das iibrige 
Luftvolumen einfach durch Stickstoff ersetzt). Andere Kulturen wuchsen in 
einer Atmosphire mit 94 Vol.% CO, (Rest O,) heran. Die Differenzierung, 
die Bildung von Tracheiden, Milchréhren usw. war weitgehend unabhangig 
von diesen Bedingungen. 

Weitere Versuche wurden am Wundkallus von Populus nigra durch- 
gefiihrt. Die Kalli wuchsen durch eine besondere Versuchsanordung in 
kleine Raume unterschiedlicher Luftfeuchtigkeit hinein. In der auferen 
Morphologie waren Unterschiede feststellbar. Schon die Machtigkeit der 
Kalli wurde beeinflu&t, und zwar war sie iiberraschenderweise in relativ 
trockener Luft (z. B. bei etwa 30% Sattigung) viel gréRer als in relativ 
feuchter Luft (Sattigung um 100%). Erwahnt sei, daf diese Kalli zwar in 
unterschiedlich feuchte Luft hineinragten, sie aber von der Basis her durch 
die Sprosse fortgesetzt mit Wasser versorgt wurden. Die Sprofbildung war 
bei hoher Feuchtigkeit starker. Im Gegensatz zur deutlichen Beeinflu&bar- 
keit des gesamten Erscheinungbildes der Kalli durch die Feuchtigkeit war 
die Differenzierung der Gewebe im Innern, die Ausbildung von Sklereiden. 
Tracheiden, von Zellen mit Calciumoxalatdrusen, Gerbstoffen usw. prak- 
tisch immer unbeeinfluft. 

Natiirlich beweisen diese negativen Ergebnisse nicht eindeutig, daf 
Gradienten der Sauerstoff- bzw. Kohlendioxydkonzentration oder der 
Hydratur im Innern der Pflanze nicht fiir die Differenzierungsverschieden- 
heiten in unterschiedlicher Tiefenlage entscheidend sind; denn wir wissen 
ja nicht, wieweit die Anderung der auferen Bedingungen die Gradienten 
innerhalb der Gewebe zu beeinflussen vermochte. Aber die Ergebnisse 
sprechen doch zumindest sehr stark gegen jene Méglichkeit, an die wir sel- 
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ber zuniachst gedacht hatten. Es mag wohl sein, da in einzelnen Fallen. 
etwa bei dem besonderen Charakter von Wundgewebe, solche physikali- 
schen Gradienten, namentlich etwa der Sauerstoffzutritt, eine Rolle spielen. 
Aber im ganzen méchten wir unter dem Eindruck dieser Versuche doch ver- 
muten, da nicht physikalische, sondern physiologische Gradienten fiir die 
Differenzierungsverschiedenheiten ausschlaggebend sind. Diese physiologi- 
schen Gradienten sind natiirlich schwer zu erfassen. Wir miissen uns vorerst 
mit der wenig sagenden Formulierung begniigen, daf eben nicht nur eine 
longitudinale, sondern auch eine radiale Polaritat besteht. Das ist lange. 
schon seit den Untersuchungen Vichtings, bekannt, und wir wissen. 
daf es Faktoren gibt, die auch diese Polaritaét modifizieren kénnen. Wird 
die radiale Polaritaét gestért, so zeigen sich auch Differenzierungsstérungen, 
die wir mit den vorher besprochenen Differenzierungsstérungen durch 
Colchicin infolge einer Beeintrachtigung der longitudinalen Polaritat ver- 
gleichen kénnen. Uber solche Stérungen der: normalen radialen Ordnung 
der Differenzierung durch Athylen wurde schon friiher berichtet (B ii n- 


ning und I 1g). Es zeigte sich dabei, da sehr tiefgreifende Modifikationen 
eintreten kénnen. 


5. Die Bedeutung von Polaritatsinderungen fiir normale Entwick- 
lungsvorginge (Bliitenbildung, Differenzierung in Bliiten- und Hoch- 
blaitter usw.) 


Am Vegetationspunkt macht sich die Polaritat der Zellen darin bemerk- 
bar, da fortgesetzt inaquale Teilungen stattfinden: Bei jeder Teilung der 
embryonalen Zellen (Scheitelzellen usw.) wird eine voll embryonal blei- 
bende Zelle von einer anderen getrennt, die nur noch eine begrenzte Anzahl 
von Teilungen durchfiihren kann. Daher schreiten die Differenzierungen, 
die ja an den Verlust voller Embryonalitat gebunden sind, nicht bis zur 
auRersten Scheitelregion voran. Es kommt aber nicht nur durch pathologi- 
schen Verlust der vollen Embryonalitat, sondern auch im normalen Ent- 
wicklungsgang der Pflanze regelmafig vor, da® jene strenge Inaqualitat 
aufgegeben wird, namlich etwa dann, wenn sich der Scheitel zur Bildung 
von Bliiten oder (etwa bei Moosen) von Gametangienstanden anschickt. Ein 
solches Hinaufriicken der Differenzierungsvorgange bis zum Aufersten 
Scheitel kénnte man durch die Annahme zu erklaren versuchen, daB die 
Polaritaét mehr oder weniger verlorengeht. Denn die Polaritat ist ja, wie wir 
sahen, Voraussetzung fiir die Inaqualitat, also fiir die Verhinderung des 
Hinaufriickens der Differenzierungen zum aufersten Scheitelpunkt. Diese 
Vermutung, nach der die entscheidende Funktion der ,,Bliihhormone“ darin 
bestehen wiirde, die Polaritat zu unterdriicken, erscheint zunachst recht ge- 
wagt. Sie ist aber logisch fast zwingend, und fiir sie spricht die Beob- 
achtung von Leopold und Guernsey, daff in den Adhsenorganen beim 
Ubergang zur Bliitenbildung die Polaritaét des Auxintransportes verloren- 
geht, in ihnen kann Auxin auch akropetal wandern. Die unvollstandige 
Polaritiat ist demnach, wie diese Autoren aus ihren Experimenten schliefen, 
ein Charakteristikum bliihender Sprosse. So ist also jene Hypothese eigent- 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 8 
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lich schon experimentell gestiitzt. Freilich erfordern diese Versuche selber 
noch eine Bestiatigung. 

Aber dieser Polarititsverlust in Knospen, die zur Bliitenbildung oder 
entsprechenden Vorgangen iibergehen, ist noch an anderen Erscheinungen 
priifbar. Nicht nur in der Scheitelregion des Vegetationspunktes unterbleibt 
die regelmaRige Sonderung in voll- und halbembryonale Zellen. Auch an 
den Blattorganen, die sich an solchen umgestimmten Vegetationspunkten 
entwickeln, werden die Folgen des Polaritatsverlustes deutlich. Auch hier 
naimlich werden die indqualen Teilungen stark unterdriickt. Am leichtesten 
erkennen kénnen wir das bei Bliitenpflanzen an der Reduktion der Spalt- 
6ffnungszahl in der Bliitenregion, also etwa an Bliiten- und Hochblattern. 
Die Spaltéffnungsbildung ist ja in der Regel jedenfalls an inaiquale Teilun- 
gen gebunden. Das Phainomen der Reduktion der Spaltéffnungszahl selber 
ist in neuerer Zeit vor allem von Weber und Thaler und von Kenda 
beschrieben worden. Eine befriedigende Erklarung konnten diese Autoren 
nicht finden. Mit dem Hinweis auf den Polaritaétsverlust wird die Erschei- 
nung aber wohl als zwangslaufig erkennbar: Die Teilungen sind durchweg 
aqualer Natur, kénnen also meist nicht zur Spaltéffnungsbildung fiihren. 
Fiir analoge Umwandlungen des Vegetationspunktes bei niederen Pflanzen 
gilt das gleiche. Bei Sphagnum etwa auBert sich der Polaritatsverlust wiah- 
rend des Ubergangs zur Gametangienbildung auch in den beiden Arten der 
Unterdriickung inaqualer Teilungen: Einerseits geht die volle Embryonali- 
tat der Scheitelregion verloren, so da dort Gametangien entstehen, anderer- 
seits zeigen die Blatter dieser Region nicht mehr die Differenzierung in 
Chlorophyll- und Hyalinzellen; alle Teilungen in den Blattern sind aiqual, 
so da die Perichaetialblatter nur aus Chlorophyllzellen aufgebaut sind. 
Die Analogie dieser unterdriickten Differenzierung mit der der unterdriick- 
ten Spalt6ffnungsbildung ist wohl deutlich genug. Natiirlich ist mit dem 
Hinweis, da der Ubergang zur Bliitenbildung auf einem Polaritatsverlust 
beruht, jener Vorgang nicht besser erklart als durch den Hinweis auf die 
Wirkung von Bliihhormonen. Aber es sollte doch nicht iibersehen werden, 
da selbst die wirkliche Entdeckung eines Hormons den von ihm gelenkten 
Vorgang erst erklart, wenn wir wissen, welche Strukturveranderungen das 
Hormon hervorruft. Ganz allgemein sollten wir neben dem Studium der 
chemischen Regulatoren nicht das der regulierten mikromorphologischen 
Strukturen vernachlassigen. 


Zusammenfassung 


Stérung der Zellpolaritaét durch Colchicin fiihrt zu einer Beeintrich- 
tigung oder Verhinderung der von dieser Polaritat abhangigen Differen- 
zierungen. Bei jungen Blattern von Sphagnum kann das normale Muster 
der Differenzierung in Chlorophyll- und Hyalinzellen verhindert werden. 
Sind die Hyalinzellen schon angelegt, so kann die Ausbildung der Ver- 
dickungsleisten in ihnen unterbleiben. Statt dessen erfolgt dann eine unge- 
ordnete, d. h. gleichmaRig iiber die ganze Flache verteilte Auflagerung von 
Zellulose. 
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Aus negativ verlaufenen Versuchen zur Beeinflussung der Differenzie- 
rung im Kallusgewebe und in Gewebekulturen durch Variation der Sauer- 
stoff- und Kohlendioxydkonzentrationen sowie der Luftfeuchtigkeit wird 
geschlossen, daf die normalerweise im Sprof bestehenden Gradienten die- 
ser Faktoren nicht fiir die Differenzierungsgradienten in ihm entscheidend 
sein kénnen. Fiir die Differenzierungsgradienten miissen vielmehr rein 
physiologische Faktoren ausschlaggebend sein. D.h. die radiale Polaritit ist 
fiir die unterschiedliche Differenzierung in verschiedenen Sproftiefen ver- 
antwortlich. 

Es wird darauf hingewiesen, da® durch Unterdriickung der Polaritat am 
Vegetationspunkt die Inaqualitat der Teilungen verlorengeht und der Uber- 
gang zur Bliitenbildung als Folge solcher Unterdriickung aufgefaRt werden 
kann. Dadurch wird die behauptete Apolaritat des Auxinstromes in bliiten- 
bildenden Sprossen, aber z. B. auch die Erschwerung inaqualer Teilun- 
gen in Blattorganen der Bliitenregion verstandlich. So kann man u. a. das 
Fehlen von Spaltéffnungen in Hochblattern und das ausschlieRliche Vor- 
kommen von Chlorophyllzellen in den Perichaetialblattern von Sphagnum 
deuten. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Unterstiitzung der 
Untersuchungen. 
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Gli esami al microscopio elettronico, eseguiti sul protoplasma, hanno 
costantemente messo in evidenza una popolazione di particelle libere e 
sferoidali. Esse dovrebbero possedere natura diversa, quantunque sia so- 
vente impossibile riconoscere le differenze morfologiche e biochimiche che 
le distinguono, onde nella letteratura vengono per lo pit denominate con il 
termine complessivo di microsomi e di mitocondri (Haas 1955). Il termine 
di sferosomi, introdotto da Dangeard (1919) e attualmente usato da 
Perner (1953), da Miithlethaler (1955) e da altri, si dovrebbe riferire ad 
una specifica categoria di microsomi, alquanto grandi (0,4—0,9 w), e ricchi di 
lipidi, da cui bisognerebbe di conseguenza escludere quelli ricchi di acido 
ribonucleinico. 

Alle particelle sono state attribuite funzioni diverse, come quella derivante 
dal contenere enzimi delle ossidazioni (Claude 1940), di essere trasportatori 
di caratteri ereditari extranucleari (Marquardt 1952), progenitori di cloro- 
plasti, luogo di sintesi delle proteine. Inoltre, non tutti sono d’accordo sulla 
loro origine, gli uni attribuendola a suddivisione di particelle presistenti, altri 
a formazione ex novo dal citoplasma (Levi, p. 72) 0 all’evoluzione di parti- 
celle pit. piccole (Eichenberger 1953). 

In un precedente lavoro (1947) davo notizia di aver isolato tre tipi di 
mitocondri dal protoplasma dei protalli di Ginkgo biloba, i quali differivano 
fra loro per la grandezza e per la presenza di pigmenti differenti. Questi 
tre tipi di particelle vennero cosi distinti per ordine di grandezza e per con- 
tenuto di pigmenti: 

1° clorocondrioma, contenente clorofilla, carotenoidi, flavoni, proteine, 
lipidi. 

° .cromocondrioma, contenente carotenoidi, flavoni, proteine, lipidi. 
° leucocondrioma, senza pigmenti. Non feci esami sulla composizione 
chimica. 
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Poiché al microscopio ottico non era possibile esaminare a fondo le caratte- 
ristiche del leucocondrioma, ho cercato di stabilire con l’uso del microscopio 
elettronico la sua composizione e le sue relazioni con eventuali altre parti- 
celle submicroscopiche. Allo scopo mi sono servito di protalli di Ginkgo 
biloba. Essi vennero omogeneizzati in acqua distillata e la sospensione venne 
centrifugata a 3600 g., onde asportare i frammenti grossolani. I] materiale 
rimasto in sospensione fu parzialmente ricuperato per centrifugazione a 
40.000 g., In tal modo si ottennero, quasi al completo, i frammenti e le par- 

ticelle comprese tra i 50 e i 2000 mu. 
Questo materiale venne in seguito 


Fig. 1. Trattamento con H,O, Fig. 2. Trattamento con H,O, 
ingrandimento 18.000 x. ingrandimento 15.000 x. 


sospeso parte in acqua, parte in NaCl M, parte in H,SO, 0,05 N. Negli 
ultimi tre casi la sospensione fu dopo 24 ore dializzata a lungo contro acqua. 

I] microscopio elettronico impiegato fu il Siemens UM 100 d del « Labora- 
torio di microscopia elettronica dell’Istituto elettrotecnico Nazionale Galileo 
Ferraris di Torino », tranne per la fotografia 1 che fu eseguita con il micro- 
scopio elettronico dell’« Istituto Superiore di Sanita » di Roma. 

Nella presente nota chiamero microsomi tutte le particelle libere inferiori 
ai 200 my.e mitocondri quelle superiori, non essendomi possibile procedere 
a distinzioni pit. specifiche. 


Aspetto dei microsomi e dei mitocondri dopo 
trattamento con acqua 


Nel frammento di protoplasma di cui alla figura 1, si osservano numerose 
formazioni globulari, le une seriate e sono le pit: piccole (14—15 my), le altre 
libere. Queste ultime hanno un diametro compreso tra i 55 e i 400 mu circa, 





118 A. Ceruti 


con numerosi termini intermedi. Tutte sono omogenee, non dimostarando 
veruna sottoformazione e sono all’incirca ugualmente opache ai raggi elettro- 
nici. Poiché non si sono sciolte in acqua si deve considerarle in prevalenza 
non costituite da albumine libere. La derivazione di tali formazioni globu- 
lari da quelle disposte in serie nei filamenti non é dimostrabile, in ogni modo 
il loro aspetto é simile a quello delle particelle seriate pit grosse. Le pit piccole 
formazioni globulari libere hanno carattere supermolecolare, con un dia- 
metro circa 10 volte superiore a quello di una molecola di una proteina 
globulare comune. 

Nella fig. 2 € rappresentato un gruppo di mitocondri di grandezza e di 
composizione molto omogenea, con un diametro di circa 300—400 my. I] 
contorno un po’angoloso é dovuto all’essiccamento. Essi rassomigliano a 
quelli raffigurati ultimamente da Miihlethaler (1955) nella fig. 6 e secondo 


Fig. 3. Trattamento con H,O, Fig. 4. Trattamento con H,O, 
ingrandimento 30.000 x. ingrandimento 30.000 x. 


tale A. non é possibile riferirli a sferosomi 0 a protoplastidi. Nelle figg. 3 e 4 si 
notano numerose formazioni globulari, dense, tra i 40 e i 330 mu. In alto a 
destra della fig. 4 se ne scorge una probabilmente in fase di scissione, essendo 
meno palese che si tratti di due granuli ravvicinati. In altre fotografie non 
riprodotte, é stato possibile riscontrare aspetti del tutto simili. 


Aspetto dei microsomi e dei mitocondri dopo trattamento 
con NaCl1M 

E generalmente noto che il NaCl M scioglie le desossiribonucleoproteine 
in modo pressoché specifico, ma scioglie pure, sebbene in misura meno rile- 
vante, le ribonucleoproteine. Poiché il trattamento con NaCl M nel nostro 
caso é stato molto prolungato, con quantita di soluzione assai notevole ed 
inoltre la reazione del mezzo era pressoché neutra, si ha ragione di ritenere 
che anche le ribonucleoproteine siano state asportate. Nelle figg. 5—8 si 





Alcuni aspetti dei microsomi e dei mitocondri al microscopio elettronico 119 


osserva subito che in ogni caso, sia trattandosi di microsomi molto piccoli 
dell’ordine dei 25 my, sia trattandosi di mitocondri dell’ordine di 400 my, 
non si hanno a loro carico alterazioni né nella forma, né nella opacita. 


oe Ce ee 
Fig. 5. Trattamento con NaCl M, Fig. 6. Trattamento con NaCl M, 
ingrandimento 30.000 x. ingrandimento 30.000 x. 


Fig. 8. Fig. 9. Fig. 10. 


Fig. 7. Trattamento con NaCl M, ingrandimento 30.000 x 

Fig. 8. Trattamento con NaCl M, ingrandimento 30.000 x. 
Fig. 9. Trattamento con H,SO, 0,05 N, ingrandimento 30.000 x. 
Fig. 10. Trattamento con H,SO, 0,05 N, ingrandimento 30.000 x. 


Aspetto dei microsomi e dei mitocondri dopo trattamento 
con H,SO, 0,05N 


In seguito a trattamento con acido solforico 0,05 N si osservano alterazio- 
ni notevoli a carico delle particelle. Nella fig. 9 si vede un mitocondro che 
raggiunge i 500 my. In esso sono ben evidenti una membrana periferica, un 
corpo centrale denso, lamelle e granuli pure densi. La membrana é spessa 
circa 8 my e quindi possiede all’incirca lo spessore misurato nei mitocondri 
animali da Palade (1952) e corrisponde al concetto della duplicita dimo- 
strata da Sj6strand (1953). 
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Nella fig. 10 si osserva pure un microsoma con una massa centrale e con 
altri granuli ben evidenti, pero manca una membrana. Nella fig. 11é 
rappresentata una popolazione di granuli, per lo pit con un diametro tra i 

50 e i 100 my, omogenei nel loro interno, 
e poco opachi. Che il fatto non sia un 
difetto di fotografia stanno a dimostrarlo 
i pochi granuli ancora densi, frammisti 
ai precedenti. 


Discussione dei reperti 


Il microscopio elettronico ha permesso 

di stabilire che il materiale sedimentato 

tra i 3600 e i 40.000g., anche senza 

prendere in considerazione il clorocon- 

drioma e il cromocondrioma, non si 

presenta omogeneo, essendo costituito da 

frammenti di ialoplasma, gia descritti 

(Ceruti 1955), e da una popolazione 

di granuli liberi. E stato affermato da 

Chantrenne (1947), Green (1951), 

Perner (1953) che i granuli piccoli sono 

il risultato di alterazioni dovute all’omo- 

= ie geneizzazione, ma la maggior parte degli 

Fig. 11. Trattamento con H,SO, AA. crede che tale fatto non si debba 

0,05 N, ingrandimento 30.000 x. considerare come generale. Infatti al 

microscopio elettronico comunemente si 

osserva nei preparati degli organi pit diversi, ottenuti da materiale fissato 

e sezionato, una serie di particelle di dimensioni molto varie. In ogni modo 

nelle nostre condizioni sperimentali vi é tutta una seriazione di particelle 
libere. 

Il trattamento con acqua ha allontanato le proteine solubili libere, prin- 
cipalmente le albumine, per cui tutte le formazioni osservate devono essere 
prive di tali frazioni proteiche. Dal momento che le figure delle particelle in 
ogni caso sono molto regolari, risulta evidente che tali frazioni non hanno 
una grande importanza sulla loro morfologia. E logico quindi ritenere che 
le nostre particelle possiedono una composizione diversa da quella dei con- 
driosomi studiati dal Buvat (1953), i quali sono deformabili per trattamenti 
con acqua. Bisogna pero tener presente che i condriosomi osservati dal Buvat 
possiedono dimensioni molto maggiori dei mitocondri e dei microsomi qui 
esaminati. Ricorderd anche che il condrioma da me isolato modificava il 
proprio volume in presenza di acqua (1948, 1949). 

Pure il trattamento con NaCl M non ha modificato in modo rilevabile la 
morfologia delle particelle, il che fa escludere che esse siano ricche di nucleo- 
proteine, almeno allo stato solubile; e se tali proteine ci sono, come fanno 
ritenere le esperienze di Zollinger (1950) su mitocondri di rene di topo, 
esse dovrebbero presentarsi in piccola quantita e unite a lipidi (lipoproteine). 

Il trattamento con H,SO, 0,05 N ha costantemente asportato frazioni 
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proteiche, non meglio individuate. Infatti quasi costantemente si constatd 
una maggiore tenuita delle figure osservate. Nei casi dei microsomi |’aspor- 
tazione di materiale pare uniforme, perché essi rimangono omogenei; nel 
caso dei mitocondri invece é stato possibile rilevare un’asportazione di 
materiale non omogenea. Infatii nel mitocondro si rende evidente una 
membrana molto netta, dalla quale si dipartono in modo visibile dei sepi- 
menti, ed una massa centrale molto densa (nucleo di alcuni AA.); tal’altra 
volta, non si distinguono né i sepimenti, né la membrana, ma solo una massa 
centrale grande ed altre piccole disposte irregolarmente. Risulta evidente 
che la membrana é pit facilmente dissociata dall’acido solforico che non la 
massa centrale. I due diversi reperti sarebbero due tappe di un medesimo 
processo litico e concorderebbero con i risultati ottenuti da Perner (1953). 

Dal momento che non mi é mai stato possibile di mettere in evidenza 
una membrana ed un nucleo nei microsomi, specialmente in quelli molto 
piccoli, si deve ritenere che le predette formazioni si differenzino solo nei 
mitocondri di una certa grandezza. 

E un fatto generale la forte opacita ai raggi elettronici dei microsomi e 
dei mitocondri. Infatti, anche quelli piccolissimi sono costantemente molto 
opachi, per cui é da ritenere che siano molto ricchi di lipidi, che sono forte- 
mente opachi, come lo dimostrano le fotografie di Miihlethaler (1955). 
Essi dovrebbero percid essere riferiti agli sferosomi. 

Le particelle trattate con acqua e con NaCl M presentano costantemente 
una medesima configurazione e sono legate fra loro da tutta una serie di 
granuli di grandezza intermedia, onde sarebbe illogico pensare che, in linea 
generale, i mitocondri non derivassero dai microsomi. E ben vero che talora 
si sono ottenute figure che possono far pensare a una divisione di un granulo 
in due, ma il fatto non é certamente frequente. Quindi dai miei dati gene- 
ralmente si dovrebbe pensare ad una formazione ex novo delle particelle 
pur non escludendo che talora si possa avere una moltiplicazione per divi- 
sione, all’incirca come avvienne nell’amitosi e nei cloroplasti (Miihlethaler 
1955). 

Le particelle che hanno dimensioni superiori ai 50—60 my sono sostanzial- 
mente e anatomicamente indipendenti, cioé non sono legate ad un reticolo 
citoplasmatico. Infatti possono sedimentare indipendentemente da questo 
ultimo e si presentano quasi sempre discrete. Perd non é da escludersi che, 
quando hanno dimensioni inferiori, esse siano legate a fibrille protoplas- 
matiche, l’esistenza delle quali sembra ormai accertata, ed abbiano origine 
da quest’ultime. Il fatto, per ora, non é del tutto dimostrabile, ma é pre- 
sumibile, data la serie ininterrotta delle grandezze delle particelle e l’uni- 
formita del loro aspetto. Esse incomincerebbero estremamente piccole e 
ricche di globuline (Ceruti 1955) e poi si caricherebbero di lipidi, i quali 
sono preponderanti nella massa centrale dei mitocondri, nella membrana 
delimitante (fosfatidi secondo, Perner 1953), nei sepimenti intramitocon- 
driali e nei granuli pure intramitocondriali. Le formazioni che contengono 
una massa centrale potrebbero essere interpretate come piccoli protoplastidi, 
analogamente a quanto ha affermato Miihlethaler. Le particelle pit 
piccole (ca. 6 mz) scompaiono per trattemento con NaCl M (Ceruti 1955) 
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e quindi dovrebbero essere ricche di nucleoproteine e povere di lipidi. Non 
é da escludersi che quest’ultime siano veramente i centri formativi, nel qual 
caso si dovrebbe ammettere che esse si carichino in un primo tempo di 
globuline e diano quindi inizio alla differenziazione dei microsomi, i quali 
nel nostro caso evolverebbero parzialmente in cromocondrioma e in cloro- 
condrioma (Ceruti 1947). Slautterback (1953) distingue tre tipi di 
microsomi e li considera indipendenti. Dai risultati sopra esposti risulterebbe 
invece pit. probabile che le diverse forme siano connesse con la differenzia- 
zione progressiva di una particella fondamentale. 


Ringrazio vivamente i colleghi Prof. G. Bonfiglioli e Dr. G. Ostacoli 
per l’aiuto tecnico fornitomi. 


Zusammenfassung 


Die Struktur der Mikrosomen und der kleinen Mitochondrien der Pro- 
thallien von Ginkgo biloba wurde mit Hilfe des Elektronenmikroskops unter- 
sucht. Sie werden mit H,O und dann mit 1 mol NaCl und 0,05 mol H,SO, 
behandelt. Es wurde erwiesen, daB sie reich an Lipoiden und arm an wasser- 
léslichen Fraktionen von Proteinen (Albuminen) und an in n-NaCl-léslichen 
Proteinen (Nucleoproteinen) sind. Die kleinen Partikeln sind homogen; 
aber sie differenzieren sich nach und nach in Mitochondrien, versehen mit 
Membran, Lamellen, lipidischen K6rnchen und einer zentralen lipidischen 
Masse (Kern). 

Der Verfasser bringt die Hypothese vor, da die Mitochondrien sich im 


allgemeinen aus einem Grund-Zellpartikel nach und nach differenzieren. 
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Introduction 


Owing to the small size of bacterical cells, it is very difficult to determine 
their permeability either plasmolytically, by vital staining, or by means of 
chemical analysis. It is thus conceivable that their permeability properties 
are still very imperfectly known. (Cf., for example, Mitchell 1949, Knaysi 


1951.) 

However, as first pointed out by Hill (1929, 1932), the luminous bacteria 
offer valuable opportunities for studying, macroscopically, the entrance of 
solutes into a mass of cells, the disappearance of their luminescence being 
used as a criterion of entrance. These bacteria mostly prefer growth media 
containing fairly high salt concentrations. Now, if a suspension of these 
bacteria in a salt solution is sufficiently diluted with water, luminescence 
disappears in a few seconds. At the same time the turbidity of the suspension 
decreases. If, however, a luminescent suspension is diluted with isotonic 
sucrose solution instead of with water, no such effects can be detected. 
Obviously, then, the decrease in salt concentration is not the decisive point 
but rather the decrease in osmotic pressure of the medium: the bacteria 
take up water from diluted solutions until the cell wall eventually bursts. 
This causes the emission of light to cease (Harvey 1915, Hill 1929, John- 
son and Harvey 1937). For a complete bibliography concerning the lumin- 
ous bacteria, see Harvey 1952. 

If the bacteria are suspended even in a fairly concentrated solution of 
some more or less rapidly penetrating substance they will be cytolyzed when 
a certain amount of the solute, together with a corresponding quantity of 
water, has entered the cells. In such cases, then, the rapidity of the extinc- 
tion of the light can be used as a measure of the rapidity of penetration. 

Hill made use of this property of the luminous bacteria to test their 
permeability towards some solutes. However, his results apply to a rather 
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restricted number of substances only, the ammonium salts of the fatty 
acids being the solutes principally studied by him. An application of his 
methods to the study of a greater variety of substances seemed therefore 
desirable. 


A. Methods 


The method of experimentation principally used by us is virtually the 
same as that of Hill (1929, 1932), except, however, that he only watched 
the time for the total extinction of the luminescence, while we were following 
the changes in light intensity continuously. 

The organism studied by us had been isolated from Baltic herring. It 
was a motile rod, of rather variable form and dimensions, for the most part 
roughly 1 » thick and about 2—4 yu long. It did not liquefy gelatine. 

The bacteria were grown in test tubes at a temperature of about 
18° C., using the calcium carbonate buffered medium devised by Hil] (1928). 
The cultures were used when approximately 24 hours old, the bacteria being 
brushed from the surface of the substrate and suspended either in a 0.5 M 
sodium chloride solution or in a mixture of equal volumes of M/4 phosphate 
buffer of pH 7.3 and a 3.0—3.5% sodium chloride solution with the addition 
of 1% glucose. Samples, 1 ml. each, of these suspensions were pipetted into 
glass cylinders, 36 mm. in diameter, with a thin, even bottom. Unless 
otherwise stated, 9 or 10 ml. of the solution to be tested were added to the 
1 ml. sample of the suspension, and continually mixed with an effective 
electrical stirrer. The intensity of luminescence was measured using a 
Photovolt electronic photometer whose photo-cell was placed immediately 
under the bottom of the glass cylinder containing the bacterial suspension 
sample. The experiments were carried out in a dark-room using dim red 
light which did not noticeably affect the photo-cell. The temperature in 
the different experiments varied between about 17 and 21°C. 

In order to get solutions of more uniform osmotic strength, equimolal 
solutions were in most cases used instead of equimolar ones. In preparing 
the solutions, tap water which had been heated in order to expel the free 
chlorine was mostly used, sometimes, however, also glass distilled water. 

It was found that the bacterial suspensions underwent a gradual change 
which made the bacteria increasingly resistant to osmotic cytolysis. Sus- 
pensions more than 1—2 hours old were therefore not used. Moreover, if 
the osmotic effects of, say, the solutions A, B,C,and D was to be compared, 
the test were generally made in two opposite orders (first A-B-C-D, then 
D-C-B-A) and the means of these two test series used. 


B. Experimental Results 


1. Influence of hypo- and hypertonic solutions of non-pene- 
trating substances 


Fig. 1 gives a picture of the behavior of our organism towards sucrose 
solutions of different concentrations. It is seen that of the solutions tested 
the 0.8 molal one gave the strongest luminescence. In other experiments it 
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was found that about the same light intensity is elicited by all sucrose con- 
centrations between 0.6 and 1.0 M. On the other hand, in 1.4 or still stronger 
sucrose solutions the stronger the solution, the dimmer is the luminescence. 
This decrease in light intensity takes place in less than 5 seconds, after which 
the intensity remains almost constant for one hour or more; during this 
time, in fact, a slight but obvious recovery occurs. Again, in 0.4 M or still 
more dilute solutions a different type of reaction is shown: no even approxi- 
mately constant light intensity is maintained, but after some small fluctua- 
tions during the first 1-2 minutes the light intensity decreases continually 
until the light finally disappears entirely. This decrease in light intensity 
proceeds the more rapidly the more dilute is the solution. 
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Fig. 1. Influence of hypo- and hypertonic sucrose solutions on the light intensity. The 
original intensity = 1. Abscissa: time in minutes. 


Another difference between the effects of sucrose concentrations above 
1 M on the one hand and those below 0.6 M on the other is this: if a bacterial 
suspension whose luminescence has been depressed by adding a 1.5-2.5 M 
sucrose solution is afterwards diluted with water so that the sugar concen- 
tration falls to about 0.8 M, the suspension will immediately recover its 
maximal light intensity or nearly so. But if the medium is first diluted (to 
0.4.M or less) and its concentration then again raised to about 0.8 M by 
addition of a more concentrated sugar solution, no recovery at all occurs. 

Most of these observations are in good agreement with the assumption 
that the decrease in luminescence caused by strong sucrose solutions is due 
to a reversible plasmolysis of the cells (or at least to a reversible water with- 
drawal from the cells) while the irreversible dimming and extinction of the 
light in dilute solutions is due to osmotic cytolysis. Thus the fact that there 
is no clear limit between cytolyzing and non-cytolyzing concentrations can 
be explained, partly, by the further assumption that the bacterial suspensions 
studied are composed of individuals showing different degrees of osmotic 
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resistance. Another circumstance explaining the absence of a clear limit 
between cytolyzing and non-cytolyzing concentrations is that although we 
have, for the sake of brevity, called sucrose a non-penetrating substance it 
will, in reality, slowly penetrate the cells and thus raise their internal osmotic 
pressure until the cell walls eventually burst. This will, of course, happen 
the later the greater is the concentration of the medium. 

There is, however, one feature of our results which may appear somewhat 
more difficult to explain, namely, the striking slowness of the extinction 
of the light when a hypotonic solution or even pure water has been added— 
in spite of the extremely great water permeability, not only of plant protoplasts 
in general, but also of these very bacteria, as shown by the almost instantan- 
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Fig. 2. Influence of hypo- and hypertonic sodium chloride solutions on the light in- 
tensity (expressed as photometer scale readings). Abscissa: time in minutes. 


eous extinction of their luminescence in hypertonic media. But here again we 
have to remember the heterogeneity of the bacterial populations used and the 
gradual penetration of the sucrose into the bacteria. Besides, when 9 ml. of 
water has been added to 1 ml. of the bacterial suspension the salt concen- 
tration of the resulting mixture is still great enough to decrease the rapidity 
of the cytolysis process noticeably. In fact, when 49 ml. of water were added, 
in stead of 9 ml., the light was totally extinguished in about 5 seconds. 

Fig. 2 shows the behaviour of our bacteria towards sodium chloride so- 
lutions of different strengths. Taking into consideration that a 0.5 M solution 
of sodium chloride is roughly isotonic with a 0.8 M sucrose solution, it is 
seen that the influence of these two substances on the luminescence is vir- 
tually the same. The much faster action of the hypertonic than of the 
hypotonic solutions is again very obvious. One detail, which is somewhat 
clearer, even, in Fig. 2 than in Fig. 1 is the very common occurrence of 
small but distinct fluctuations of the light intensity during the first minute 
after the addition of a solution. The causes of these initial fluctuations have 
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not been analyzed. The fact that a slight reduction of the apparent light 
intensity is brought about even by addition of a 0.5 M sodium chloride 
solution, i. e., of the same solution in which the bacteria had originally been 
suspended, is at least partially due to the circumstance that the center of 
the light-emitting system is removed a bit further away from the photo-cell 
when more liquid is added. 

Fig. 3 shows that when the concen- 
tration of the suspension medium is 
first lowered and then raised to about \ 
its original value the rise in concen- prs 
tration is not only unable to restore the \ . 
initial luminescence but even causes i 
a sudden drop of the light intensity. 
(Just the same phenomenon was ob- 
served with sucrose solutions also.) 
This drop seems difficult to explain. 

On the whole the behaviour of our 
het inmsnde nape mash eneens suspended in 1 ml. of a 0.56 M NaCl 
solutionsseemsto be fairly similar to that : : 

: A <a : ‘ solution. At zero time 4ml. water were 
of the strain of Bacillus Fischers studied added. 15 seconde: later (haste: 
by Hill(1929, 1932). A strict comparison (II) 5 ml. of 0.6 M NaCl solution, and 
is not, however, possible, since Hillonly (111) 5 ml. of 1.0 M NaCl solution were 
reports the times necessary for the total added. The original light intensity = 
disappearance of the light. 1. Abscissa: time in minutes. 
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Fig. 3. Originally the bacteria had been 


Table 1. Luminescence of bacteria treated with solutions of different composition. 
S = sucrose. The light intensities in this and all the following tables are given in 
photometer scale readings. 
Light intensity after 
0” 10” 20” 30” 1’ 2 3° 4’ 8 60’—180’ 
0.8MS 70 56 53 53 54 55 55 55 
20.4MS 75 69 62 64 70 44 30 22 
0.4MS + 0.4M raffinose 72 62 54 53 55 58 59 61 
0.4MS + 0.4 M lactose 76 61 55 54 56 58 60 60 
0.4MS + 0.4M maltose 84 66 57 54 54 60 62 63 
0.4MS + 0.4 M inositol 68 60 58 57 60 61 63 
0.4MS + 0.4M mannitol 79 70 64 61 62 66 67 69 
0.4MS + 0.4M glucose 78 72 65 63 61 63 66 68 
0.4MS + 0.4M galactose 78 68 60 58 58 61 62 62 
0.4MS + 0.4M fructose 79 68 62 60 60 60 61 61 
0.4MS + 0.4M sorbitol 80 67 58 55 56 58 59 
0.4MS + 0.4M rhamnose 78 66 60 57 53 53 53 
0.4MS + 0.25M NaCl 69 66 64 63 65 66 68 
0.4MS + 0.25M NaNO, 70 65 65 66 68 
0.4MS + 0.25M KCl 72 66 68 70 71 
0.4MS + 0.25M KNO, 71 66 65 66 67 
0.4MS + 0.25M LiCl 72 65 65 66 67 
0.4MS + 0.25M MgSO, 70 64 70 70 172 
90.8MS 71 61 65 66 67 


Solution 





128 R. Collander 


Table 2. Luminescence of bacteria treated with solutions of different composition. 
S = sucrose. 


Light intensity after 

072. SBF ROTO ae” sc Bhi FF 
0.8M S 90 72 68 62 61 62 68 71 
0.4MS 91 83 78 72 72 74 67 55 
0.4MS + 0.4M glycine 92 72 72 67 64 65 64 63 
0.4MS + 0.4Ma-alanine 89 77 76 70 67 68 71 176 
0.4MS + 0.4M p-alanine 90 78 75 67 65 66 70 73 
0.4MS + 0.4M 

a-amino-n-butyric acid 91 72 70 67 65 64 63 63 
0.4MS + 0.4M 

a-amino-n-valeric acid 90 73 74 71 67 65 65 64 
0.4MS + 04M 

a-methyl-glucoside 92 66 63 61 58 57 54 53 
0.4MS + 0.4Marbutin 89 69 68 66 65 62 58 55 
04MS + 0.4M 

triethylene glycol 91 24 17 14 13 #13 
0.4MS + 0.4M 

hexamethylene 

tetramine 90 55 
17 0.4MS + 0.4 M malon- 

amide 87 75 

18 0.4MS 90 76 
19 08M S 91 69 


A 
3 


Solution 


ork Wh = 


S 


2. Non-osmotic effects 


A decrease in luminescence may be due not only to osmotic cytolysis but 
also, for example, to some chemical effects brought about by certain sub- 
stances on entry into the interior of non-cytolyzed cells. Stimulating effects 
on the light-producing processes are, of course, also conceivable. It was 
therefore necessary to perform some preliminary tests with all the substances 
chosen for this study, in order to discover their possible non-osmotic influence 
on the luminescence. These tests were carried out in the following way: 
To 1 ml. samples of a certain bacterial suspension 9 ml. of the following 
solutions were given (a) a 0.8 M sucrose solution, (b) a 0.4 M sucrose solution, 
and (c) solutions containing 0.4 M sucrose + a quantity of the substance to 
be tested, approximately isosmotic with 0.4 M sucrose. Then the lumine- 
scence of all these samples was measured during at least 6 minutes. Tables 1 
and 2 give some examples of such tests. It seems that, in the concentrations 
used and within the time limits stated, all the substances listed in Table 1 
are harmless to our bacteria. The same is possibly true of the amino-acids 
of Table 2, while, on the other hand, the’ samples treated with solutions 
containing, besides 0.4M of sucrose, 0.4M of either «-methylglucoside, 
arbutin, hexamethylene-tetramine, or malonamide all show, after about 


1 The relatively low light intensity of the sample treated for about 2 hours with 
0.4 M sucrose + 0.4 M rhamnose is easily explained as a result of the gradual pene- 
tration of the rhamnose. 
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two minutes, a somewhat weaker luminescence than the samples treated 
with 0.4 M sucrose alone?. Thus, the last-mentioned substances probably 
exert a slight inhibiting effect on the light-producing reactions (cf. John- 
son 1936, 1937). Triethylene glycol depressed the luminescence still more 
strongly. So also, among other substances, did urea and all the polyethylene 
glycols tested. 


3. The permeability towards non-electrolytes 


A number of experiments were carried out with 0.3—-1.0 M solutions of 
non-electrolytes which in 
the tests just described 
had shown no specific 
effect, either depressing 
or stimulating, on the 
luminescence. The results 
of some of these ex- 
periments are shown in 
Fig.4 and in Tables 3 
and 4. 

Assuming that the 
substances used in these 
experiments exert a pure- 
ly osmotic effect on the 
luminescence, the follo- 
wing conclusions may be 
drawn. From Fig. 4: the 
permeation power incre- a 
ases in the order raffi- 
nose < lactose < mal- 














Re , 

4 2 
y ; Fig. 4. Influence of 0.3 solutions of (I) raffinose, (II) 
tose < sucrose < inositol. lactose, (III) maltose, (IV) sucrose, (V) inositol, and 


From Table 3 A: ino- of (VI) water on the light intensity. Abscissa: time in 
sitol < mannitol < glu- minutes. 


cose, sorbitol. From Table 

3B: glucose, galactose, fructose < rhamnose. From Table 3C: rham- 
nose < xylose, arabinose. From Table 3 D: arabinose < (?) penta- 
erythritol < erythritol. Finally, from Table 4 it may be concluded that 
even a 0.8 M glycerol solution has only a very weak osmotic effect (while 
in 0.4 and 0.8 M urea solutions the light is extinguished a little more 
rapidly even than in water -alone). 

Combining these separate results we arrive at the following order of 
increasing permeation power: raffinose < lactose < maltose < sucrose < 
< inositol < mannitol, glucose, galactose, fructose, sorbitol < rhamnose < 
< xylose, ayabinose < (?) pentaerythritol < erythritol < glycerol < water. 





* That the light intensity of Sample 18 did not decreased nearly as fast as that of 
Sample 2 is due to a fact already pointed out in ‘“‘Methods,” viz., that the bacterial 
suspensions on storing become increasingly resistant to osmotic cytolysis. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 
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Table 3. Mean light intensities of bacterial samples treated with water and 0.4 M solutions 
of different non-electrolytes. 


: Light intensities after 
Substance 0” 5” 10” 20” 40” V’ 2° 3’ 
Series A 


NER os os ip ean ieee So ws 
NS 2 ee ee ore ee 
RAEN. oS aus: Sele Ga ee ees 62 
SI os es, wae ee ee ee 
RDN nosh 5 ~ 43, Vis, sas ould eemaeeniees 7 


Series B 


Glucose 
Galactose 
Fructose . 
Rhamnose 
Water 


Series C 
Rhamnose 
Xylose 
Arabinose 
Water 


Series D 
Arabinose 
Pentaerythritol 
Erythritol 
Water 


Table 4. Light intensities of single bacterial samples treated with water and 0.4 and 0.8 M 
solutions of urea and glycerol. 


: Light intensities after 

Medium 0” 5” 10” 20” 30” 40” 

IR he ce we he te 61 16 3 2.5 
MO, ee er eae 62 8 
WR. ane SR et sete 60 15 
0.4M glycerol. ...... 62 13 
a. tc hla acer eas 60 15 
ORS PGR. = 6. oe ca se ar 63 17 
Oe a eae gee ae" 59 14 
OSM wivedrol. . « . . . .) 18 
RE Re pe Pe eer 63 15 
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Which sources of error might affect the reliability of this order of per-. 
meation power? ; 

There is, first of all, the possibility that some of these substances might 
have had a slight inhibiting or promoting effect on the light-producing 
reactions, thus simulating either a too rapid or a too slow entrance of these 
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substances. These effects, however, can scarcely have been very great or 
else they would have been detected in the preliminary tests described in the 
preceding section. Moreover, there is the possibility that not all the solu- 
tions used were strictly isosmotic. The errors due to this cause cannot, 
however, have been very great. A third theoretical source of error is the 
possible influence of the solutes studied on the permeability of the bacteria 
to water, but since the permeability to water is in any case much greater 
than that to the solutes examined the results cannot have been much in- 
fluenced by this factor. A possibility perhaps somewhat more serious than 
the sources of error so far named, is that some of the substances tested may 
affect the plasma colloids and thus either increase or decrease the intra- 
cellular colloid osmotic pressure. (Such an effect seems especially probable 
in the case of electrolytes.) Finally, there is also the possibility that some 
of the substances tested could have provoked the escape of osmotically 
active substances from the cells. There is, however, no evidence to indicate 
the actual interference of this source of error. 

We are thus inclined to assume that the order of increasing permeation 
power proposed above may be, on the whole, fairly correct. 

Now we come to a much more difficult question: how great are the dif- 
ferences between the permeation powers of the substances studied? In a 
first attempt to answer this question we may tentatively assume that when 
the darkening of the bacteria in isosmotic solutions of different substances has 
reached a certain degree, this would indicate that equimolar amounts of 
these substances have penetrated the cells. Proceeding on these lines, one 
would conclude, on the basis of Fig. 4, that the permeation power of lac- 
tose is about 2.7 times and that of maltose about 1.5 times smaller than that 
of sucrose, while the permeation power of inositol is about 1.6 times greater 
than that of sucrose. (Raffinose seems to permeate so slowly that its per- 
meation power cannot be quantitatively compared with that of the other 
sugars.) In the same way one would conclude, on the basis of the data of 
Tables 3—4, that mannitol, glucose, galactose, fructose, and sorbitol pene- 
trate about 6 times as rapidly as inositol; rhamnose about 1.5 times as 
rapidly as glucose; xylose and arabinose about twice as rapidly as rhamnose ; 
pentaerythritol and erythritol about 1.3 and 1.5 times as rapidly as arabinose. 
Glycerol permeates too rapidly to allow an estimation of its permeation 
power. If we arbitrarily put the penetration power of sucrose = 1, we thus 
obtain the following relative permeation powers: 

Raffinose < 0.4 Rhamnose 15 
Lactose 0.4 Xylose 

Maltose 0.7 Arabinose 
Sucrose 1.0 Pentaerythrol 
Inositol 1.6 Erythritol 
Mannitol Glycerol > 45 
Glucose Water )) 45 
Galactose} 10 

Fructose 

Sorbitol 
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It must, however, be stressed very strongly that the assumption on which 
these results are based should be taken as a rough approximation only. It 
is, for example, quite conceivable that the cells would resist a slow entrance 
of solutes and water better than a sudden one. In fact, Korr (1935) states 
that ‘‘a volume of tap or distilled water which causes rapid darkening of a 
given volume of suspension will do so only if added at once. If slowly 
poured in or added in three or four instalments, even closely spaced, the 
time for darkening is greatly extended.’”’ (With our own bacterium, however, 
we have not been able to verify these observations.) At any rate it is clear, as 
already stated, that the relative permeation power values given above 
represent nothing more than quite crude evaluations. 


5. The permeability towards amino-acids 


Fig. 5 shows the influence of 0.4 M solutions of some amino-acids as 
compared with that of equimolal solutions of some sugars and polyhydric 
alcohols. It is seen that 
the general shape of the 
curves is not the same 
in the case of the amino- 
acids as in the case of the 
other substances: in solu- 
tions of amino-acids the 
light intensity decreases 
relatively rapidly during 
the first 5-10 seconds, but 
then the dimming slows 
down relatively more than 
in other cases. As is seen 
from Table 5, asparagine 
behaves very much like 
the amino-acids. The cause 
Fig. 5. Influence of 0.4 M solutions of (I) sucrose, of these * nomalies 1s not 
(II) mannitol, (IIL) a-amino-n-valeric acid, (IV) xylose, known with certainty, but 
(V) a-alanine, (VI) glycine, and of (VII) water on the it seems conceivable that 

light intensity. Abscissa: time in minutes. the amino-acids may 
have a slight inhibiting 

effect on the light-producing process although this effect is only dimly 
discernable in Table 2. If this assumption is valid, one has to conclude from 














Table 5. Mean light intensities of bacterial samples treated with water and 0.2 M solutions 
of mannitol, asparagine, and sucrose. 
Temp. 25°. 


Medium 


Light intensities after 
5” a 20” 40” 7 2’ , 


ee ea oe 15 — — 
NS See apie et Zf ll 4 1.5 
OOS gee care 27 15 15 16 
NNR Sour.) 58" hel alas oo aieaeg 49 39 «16 
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Table 6. Light intensities of bacterial samples treated with sucrose and sodium chloride 
solutions and with water. 


Light intensities after 
BOP 2G" GO Be oe 


Medium 


0.40M sucrose ..... 35 - PN ge Tee D 23 
0.10 M NaCl ” : 23 
0.18 M NaCl 29 
0.25 M NaCl 32 
0.32 M NaCl 33 
0.40 M sucrose 28 
Water 
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Table 7. Light intensities of bacterial samples treated with lactose and calcium chloride 
solutions and with water. 


Light intensities after 
20° 40° 2 3’ 


Medium 


OSG M ldetoge §.2.. + s.-2 4 44 42 41 39 39 
POF me CMe es ie ere 41 25 23 19 16 
COR CARTS. 6 se Ey Ses ; 23 
CORTE CaO oe Ae 34 
Ones We OMe 6. by oe IR 44 
O:30 M lactose. . si... 40 
Water 


Table 8. Light intensities of bacterial samples treated with solutions containing 0.3 M 
NaCl + M/30 phosphate buffer + (0) nothing, (N) 0.05 M NaNO,, or (A) 0.5% 
atropine sulphate. 


Light intensities after 
1 OE ae ON 2 Ce 


Addition 


Oo 
S 


o 
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48 48 49 47 47 
47 46 45 44 43 
23 23 21 #19 18 


or 
bo bo 


or or or 
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7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
6.0 


or 


the luminescence measurements that «-amino-n-valeric acid penetrates the 
bacteria a little more slowly than does mannitol, and likewise that «-alanine 
penetrates them a little more slowly than does xylose, while glycine and 
8-alanine probably have about the same penetration power as erythritol. 
Asparagine probably permeates even more slowly than does sucrose. But 
of course all these conclusions are rather uncertain. 
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6. The permeability towards other electrolytes 

From Table 1 it is seen that a solution containing 0.4 M sucrose + 0.25 M 
of either NaCl, NaNO,, KCl, LiCl, or MgSO, influences the light intensity 
in much the same way as a 0.8 M sucrose solution. A 0.25 M solution of the 
uni-uni-valent salts named thus seems to be roughly equivalent, in its os- 
motic effect, to 0.4M sucrose. In other experiments of this kind 0.25 M NaBr, 
KJ, NaHCO;, KH,PO,, and 0.17 M Na,SO,, K,SO,, MgCl,, CaCl,, Ca(NOs),, 
and SrCl, were also found to have about the same effect as 0.4 M sucrose. 
It thus seems plausible to assume that the bacterial cells are more or less im- 
permeable to all these salts. 

In order to compare more closely the osmotic effects of two of these salts, 
viz., sodium chloride and calcium chloride, with those of sucrose and lactose, 
some experiments were carried out of which Tables 6 and 7 represent two 
examples. It is seen that an exact quantitative comparison between the 
effects of the salts on the one hand and those of the sugars on the other is 
difficult, as the general course of the light intensity changes is somewhat 
dissimilar. At all events, it may be stated that a 0.10 M sodium chloride 
solution is able to maintain the luminescence roughly as well as a 0.4M 
sucrose solution, while 0.10 M calcium chloride corresponds in this respect 
approximately to 0.3 M lactose. It is not easy to give a satisfying theoretical 
explanation of these observations. As is known from tensiometric and cryo- 
scopical measurements, and also from plasmolytic experiments with the 
cells of higher plants, 0.3 and 0.4 M of a non-electrolyte corresponds osmot- 
ically to about 0.18 and 0.24 M, respectively, of sodium chloride and to 
about 0.12 and 0.16 M, respectively, of calcium chloride (Fitting 1917). 
It seems therefore probable that our bacteria are at least as impermeable to 
sodium and calcium chloride as to sucrose and lactose. 

Now it is, of course, conceivable that the bacteria, although nearly im- 
permeable to the salt as a whole, were nevertheless more or less permeable 
to either cations or anions, as several statements in the literature seem to 
imply. The following experiments aim at the elucidation of this possibility. 

Table 8 shows the influence of 0.05 M sodium nitrite and of 0.5% 
(= about 0.008 M) atropine sulphate at pH 8.0, 7.0, and 6.0. We see that 
at pH 8 the nitrite does not reduce the luminescence at all. At pH 7 it 
reduces the light intensity almost instantaneously (i.e., in about 2 or 3 
seconds) to a rather low value, which then decreases only slowly. At pH 6, 
finally, the light is almost totally extinguished by the nitrite in a few seconds. 
The behaviour of the atropine sulphate represents, so to say, the mirror image 
of that of the nitrite. At pH 6 and 7 it exerts almost no influence on the 
luminescence, while at pH 8 the depressing effect is relatively great and is 
already exerted with full strength about 2 seconds after the addition of the 
atropine salt. There can scarcely be much doubt about the explanation of 
these findings. At any rate, the most plausible way to explain them is to 
assume that the bacteria are almost impermeable towards the nitrite and 
atropine ions, while the free nitrous acid and the free atropine base enter 
the cells with extreme rapidity. The alkaloids brucine and thebaine were 
found to depress the luminescence about as quickly as did atropine. 
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Some observations on the toxic effects of cupric sulphate (Fig. 6) and 
zine sulphate (Table 9) may also be quoted in this connection. It is seen 
that the addition of these salts 
to the bacterial suspension cau- 
ses a decrease of the light 
intensity which proceeds con- 
tinuously over a period of 
several minutes. The action of 
bichloride of mercury on lu- 
minous bacteria as studied by 
Houck (1942) was also virtu- 


ally similar. In fact, not one Fig. 6. Light intensities in 0,5 M NaCl solu- 
of the strong electrolytes tested tions + (I) nothing, (II) 0.001 M, (III) 
by us caused such an instan- 0.003 M, and (IV) 0.01 M CuSQ,. 
taneous extinction of the lu- 

minescence as did, for example, nitrous acid, the alkaloid bases, and 
several non-electrolytes. 





30 


20 


10 











Table 9. Light intensities of bacterial samples treated with 0.5 M NaCl + (A) nothing, 
(B) 0.001 M, (C) 0,003 M, and (D) 0.01 M ZnS0O,. 


Light intensities after 
40” ¥ 2’ 3’ 
28 28 28 
28 27 24 
25 23 15 
23 21 12 


Solution 0” 5” 
A 31 27 
B 31 29 
C 30 28 
D 29 28 
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It thus seems natural to conclude that our bacteria are only little by 
little penetrated by ions. In other words: their permeability to both cations 
and anions must be very restricted. 

This conclusion harmonizes well with some important observations of 
Hill,summarized by him in the following words: “In 0.025 M solution of any 
fatty acid in 0.5 M NaCl, the disappearance of the light was so rapid that 
the time could not be measured, while in 0.025 M HCl in 0.5 M NaCl the 
light persisted fully brilliant for approximately 6 seconds, then failed com- 
pletely in less than 1 second. In 0.025 M ammonia in 0.5 M NaCl the light 
brilliant for approximately 6 seconds, then failed completely in less than 
1 second. In 0.025 M ammonia in 0.5 M NaCl the light was immediately 
dimmed to a very low value and then lasted for some time before being 
finally extinguished. In 0.025 M NaOH in 0.5 M NaCl the light lasted at 
full value for about 4 seconds, then disappeared suddenly.” (Hill 1929, 
p. 870.) 


C. Discussion 


An advantage of the method used in this investigation is that it is a 
statistical one: the behaviour of an enormous number of cells is integrated to 
a simple quantity, the luminescence intensity of the suspension, which is 
exactly measurable. But in the statistical character of this method lies also 
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a great weakness: it is difficult, if not impossible, by this method to watch 
the behaviour of the individual cells. When, for example, the luminescence 
of a suspension is found to decrease, it is in many cases impossible to decide 
with certainty whether this is due (a) to an osmotic cytolysis of some of the 
cells while the other cells are still maintaining their initial luminescence 
unaltered, or (b) to a general reduction of the light production of every cell. 
Of course, all kinds of cases intermediate between (a) and (b) are also con- 
ceivable. 

Considerations like these call, just as do the sources of error previously 
mentioned, for very great caution in the interpretation of the experimental 
results obtained. 


Table 10. Relative permeation power (P,.), molecular weight (M ), distribution coefficient 

iso-butanol|/water (k,,) and ethyl ether|water (k,), and some R,- values of the non-electrolytes 

and amino-acids studied. The k, and k, values mostly according to Collander (1949, 

1950). The Ry- values from the compilations of Cramer (1953) and of Paech and 

Tracey (1955). The solvents used were butanol + acetic acid in cases (a), (c), and 
(e), propanol + ethyl acetate in (b), phenol + citrate + phosphate in (d). 





| kp 
x 10° 





Substance | Pp | M k, x 104 


(a) | (b) (d) | (e) 








| 
| | 
Raffinose 5 594 0.05 | 
Lactose : 342 0.09 
Maltose ; 342 3 | 0.11 
Asparagine 132 | 
Sucrose : 342 ‘ 0.14 
Inositol 6 | 216 | 0.09 | 
Amino-valeric acid 117 
Mannitol 182 
Glucose 180 
Galactose 180 
Fructose 180 
Sorbitol 182 
Rhamnose 164 
Xylose 150 
Arabinose 150 19 
a-Alanine 89 10 
Pentaerythritol 136 | 140 
Erythritol 122 37 | 
5-Alanine 89 0.55 | 0.37 
Glycine 75 3:7 | 0.30 | 0.26 
Glycerol 92 | 100 6.6 | | | 
Water 45 | 18 |150 | 100 | | 


| 
| 























| 
Table 10 aims at the elucidation of the question of whether, and to what 
extent, the permeation power of the non-electrolytes and amino-acids studied 
is dependent on their molecular size, on the one hand, and their lipoid so- 
lubility, on the other. However, the evaluation of the lipoid solubility of 
these substances is greatly hampered by the fact that they are all extremely 
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hydrophilous and thus extremely little soluble in lipoidic solvents. (In fact, 
water seems to be the least hydrophilous amongst all the substances of 
Table 10.) Only for some of them are there, therefore, suitable distribution 
coefficients available in the literature. In order to give a somewhat more 
complete picture of the “‘lipoid solubility’ of the substances studied, some 
chromatographically determined R;-values have been included in this table. 
It is thought that these values are essentially governed by the distribution 
of the solutes between an aqueous and a non-aqueous phase and that they 
can thus be used as relative measures of the “‘lipoid solubility” or hydro- 
phobia of the solutes. However, only the R;-values of each column are 
mutually comparable. 

From Table 10 it is easily seen that there exists an undeniable negative 
correlation between the permeation power and the molecular weight, and 
an about equally clear positive correlation between the permeation power 
and the “‘lipoid solubility.” 

To a certain extent the correlation found between molecular size and 
permeation power might be fortuitous, i.e., due to the fact that among the 
sugars and polyhydric alcohols tested both molecular weight and hydrophilia 
(or lipophobia) increase with increasing number of hydroxy] groups in the 
molecule. Nevertheless, an examination of the data the of Table 10 seems to 
indicate that the molecular size* does have a real effect on the permeation 
power. Perhaps the most striking indication of such an effect is the decrease 
of the permeation power of the amino-acids with increasing length of their 
carbon chains. For, as is well known, the general rule is that the permeation 
power increases within homologous series with increasing molecular size. 
(Unfortunately there seem to be no quantitative data available concerning 
the permeation power of the amino-acids towards other kinds of proto- 
plasts. Cf. Overton 1907, Ussing 1943, Gale 1954.) Another rather 
striking indication of the decreasing effect of the increasing molecular size 
on the permeation power is that rhamnose (a methyl-pentose), which seems 
to be decidedly more lipophilic than the pentoses xylose and arabinose, 
nevertheless seems to penetrate the bacteria more slowly than these. 

In this connection it is also of interest to note that pentaerythritol seems 
to penetrate the luminous bacteria a little more slowly than erythritol in 
spite of the slightly greater lipoid solubility of the former. (Other plant 
protoplasts, too, are, according to unpublished experiments, more permeable 
to erythritol than to pentaerythritol.) Probably the very bulky structure 
of the pentaerythritol molecule is a contributing factor rendering the pene- 
tration through the plasma membrane more difficult. 

On the other hand, the importance of the lipoid solubility (or of some 
factor intimately correlated with it) in the permeation process is demon- 
strated, perhaps even more evidently than by the data of Table 10, by the 
extremely rapid penetration of atropine (M = 289), thebaine (M = 311), 
and brucine (M = 466). (In interpreting the experimental results presented 


3 The expression “molecular size”’ is here used in a rather broad sense. It includes 
such factors as the molecular inertia, etc., too (ef. Wartiovaara 1950, 1951). 
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in Table 8 it should not be forgotten that even at pH 8 only about 2% of 
the atropine is present as free base, while 98% is in the form of non-permeat- 
ing atropine cations.) 

It thus seems that molecular size and lipoid solubility are both important 
factors governing the penetration of solutes into the cells of luminous 
bacteria. But the empirical results available are still too scanty to allow 
a decision on the question of just how great is the réle of each of these factors. 
Moreover, such a decision is also rendered difficult by the regrettable fact 
that there happens to be a rather close correlation between molecular weight 
and hydrophilia amongst the substances of Table 10. It is therefore, so far, 
to some extent a matter of discretion, if not of arbitrariness, how much im- 
portance should be ascribed to the one or other factor. 


D. Comparison with Other Kinds of Cells 


There are only one or two species of bacteria whose permeability has been 
studied in sufficient detail so that a comparison with our results seems 
profitable. One of them is Bacterium paracoli, studied by Elo (1937), the 
other the ‘“‘sulphur bacterium” Beggiatoa mirabilis, very extensively studied 
by Ruhland and his associates (Ruhland and Hoffmann 1925, Schén- 
felder 1930, Ruhland, Ullrich, and Yamaha 1932, Ruhland and 
Heilmann 1950). Probably it is, however, more correct to consider 
Beggiatoa not as a representative of the T'richobacteriales but rather as a 
colourless form of the Oscillatoriales. 

For his coliform bacterium, Elo found, plasmolytically, the following 
permeability constants expressed in cm./sec. x 10~—*: sucrose 0.70, mannitol 
0.78, glucose 0.80, rhamnose 0.95, glycine 1.2, «-methyl glucoside 1.4, 
erythritol 1.7, malonamide 11, glycerol 21, urea 28. Our results with lumi- 
nous bacteria thus agree, on the whole; fairly well with those of Elo. 

In Table 11 the permeability of our bacterium to non-electrolytes and 
amino-acids is compared with that of Beggiatoa (after Schénfelder). In 
it mM denotes the concentration of each substance, in millimols, necessary 
to cause a ‘““Knickung”’ of the cell wall of Beggiatoa. This value is thus ne- 
gatively correlated with the permeability. P, denotes the (very crude) rela- 
tive permeability values calculated for our bacterium. For the amino-acids 
no P,;-values are given, but their position in the list gives a hint of their prob- 
able permeation power. Only substances tested with both organisms are 
considered. It is seen that the agreement of the results obtained 
with the two organisms is, on the whole, almost surprisingly close. The 
greatest difference concerns asparagine, which seems to permeate much 
more slowly into the luminous bacteria than into Beggiatoa, but it should 
be noted that, owing to its very limited solubility, asparagine is one of the 
substances whose penetration into the luminous bacteria has been especially 
difficult to determine even approximately. In fact, no discordance quite 
uncontestably exceeding the limits of experimental error can be found 
between the two series of Table 11. 
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Table. 11. Comparison of the permeability of the cells of Beggiatoa mirabilis (after 
Schénfelder 1930) with that of the luminous bacteria. 
(For details, see the text.) 


Substance mM P, Substance 


Raffinose 0.15 < 0.4 

Maltose 0.4 

Lactose ; 0.7 

Sucrose : 1.0 Asparagine 
Tnositol ‘ 1.6 Erythritol 
Rhamnose , 15 «-Alanine 
Galactose ; 10 Glycine 
Fructose ; 10 Glycerol 
Mannitol . 10 


Ruhland and Hofmann originally designated the Beggiatoa cells as 
only poorly permeable to such alkaloids as thebaine. In reality, however, 
their experimental results only indicate that their cells were poorly permeable 
to the alkaloid hydrochlorides or, as Schénfelder puts it, to the alkaloid 
cations. So formulated, their results harmonize well with our observations 
on the behaviour of the alkaloids towards the luminous bacteria. 

There is, however, one rather drastic difference between the permeability 
of Beggiatoa and that of the luminous bacteria: whereas these have been 
found more or less impermeable to a great variety of inorganic salts, 
Beggiatoa, according to Ruhland and Hoffmann, is, on the contrary, 
extremely permeable to all the inorganic salts tested. This discrepancy 
points to the existence of some very essential difference as to the structure 
of the osmotic barrier in these two organisms. 

If, finally, we try to compare the results gained with luminous bacteria 
with those found with other kinds of plant cells, our first impression might 
be that our bacteria are endowed with a very high degree of permeability. 
To a great extent this impression is, of course, due to the simple fact that 
the surface/volume ratio of the bacterial cells is roughly 20—100 times 
greater than that of most other plant cells. This can scarcely, however, be 
the sole cause of the rapid permeation of solutes into the bacterial cells. To 
take a single example: Epidermal cells of Rhoeo, put into an erythritol 
solution, take up about 22% of the external concentration in 24 hours 
(Barlund 1929). Their surface/volume ratio is roughly 40 times smaller 
than that of the luminous bacteria. If the permeability to erythritol (ex- 
pressed in, say, cm./sec.) were the same in both kinds of cells, the bacteria 
should take up 22% erythritol in 24:40 hours, i.e., in about 36 minutes. 
In reality, however, this quantity seems to permeate in less than 36 seconds. 
B. paracoli is also, according to Elo, characterized by a relatively high degree 
of permeability, while the permeability of Beggiatoa is quite exceptionally 
high. 

A detailed comparison of the permeability properties of the luminous 
bacteria with those of other plant cells is greatly hampered by two technical 
circumstances, namely, (a) that fairly rapidly penetrating substances (or, 
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to state it more precisely: substances permeating more rapidly than erythri- 
tol) enter the bacteria too quickly to be watched by means of the methods 
used by us, and (b) that, on the other hand, substances such as the sugars, 
polyhydric alcohols, amino-acids, and inorganic salts, whose behaviour 
with respect to the luminous bacteria we have studied, penetrate ordinary 
plant cells so very slowly that their permeation is very difficult to measure 
quantitatively. At present, it is therefore difficult to state much more than 
that there is a general accord between the permeability properties of the 
luminous bacteria, on the one hand, and those of the ordinary plant cells, 
on the other, in that in both cases the permeation seems to be controlled, at 
the same time, by the lipoid solubility, which may be designated as the prin- 
cipal factor, and, to a somewhat minor degree, by the molecular size of the 
permeating substances. 

From studies on the uptake of sugars and polyhydric alcohols by yeast 
cells (Rothstein 1954) and erythrocytes Wilbrandt 1938, Jacobs 1950), 
it is known that even closely allied compounds of about equal lipoid solubility 
and equal molecular size may behave very differently towards these cells. 
It may, therefore, be appropriate to stress that no such specifity in behaviour 
has so far been observed with the luminous bacteria. 


Summary 


The changes in light intensity of suspensions of a luminous bacterium 
in solutions of different electrolytes and non-electrolytes have been watched 
using an electronic photometer. The rapidity of the gradual extinction of 
the light was used as an approximate measure of the rapidity of penetration 
of the substances tested. 

The results concerning non-electrolytes and amino-acids are summarized 
in Table 10. (The P;-values of this table represent only quite crude esti- 
mations of the permeability.) 

The permeability towards both cations and anions seems to be very 
small. 

On the whole, the permeability properties of the bacterium studied seem 
fairly similar to those of the cells of higher plants. 


This investigation has been supported by a grant from The State Scientific Council. 
The author is indebted to Dr. Veijo Wartiovaara for valuable suggestions and to 
Mr. Sverker Norrback for careful technical assistance. 
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Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen iiber das 
Haftprotein bei Starkekérnern 
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Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Aachen 


(Eingelangt am 12. Oktober 1955) 


1. Einleitung 


Nach K. Hess (1952) besteht im Weizenkorn das EndospermeiweiB aus 
zwei Anteilen, ,,nimlich einem fest mit der Oberfliche der Starkek6rner 
verhafteten Protein, das Haftprotein genannt wurde und das bei der Miillerei 
mit der Starke verbunden bleibt, und einem in den bei der dichten Packung 
der Starkekérner von diesen begrenzten zwickelartigen Leerraumen la- 


gernden Protein, das Zwickelprotein genannt wurde und das bei der Miillerei 
herausbricht. Auf Grund der Verschiedenheit ihrer spezifischen Gewichte 
laBt sich Zwickelprotein im Mehl von dem Haftprotein-Starke-Komplex 
trennen (Schwere-Senkverfahren in nicht wasserigen Medien, Windsichtung) 
(K. Hess 1954). 

Die Haftproteinschicht auf der Starke betragt etwa 5 Gew.-%. Die 
Dicke der Proteinschicht la8t sich aus diesem Gehalt, der spezifischen Ober- 
fliche der Starkekérner (. . .) sowie des spezifischen Gewichtes des Proteins 
zu 0,217 wp im Mittel schitzen, wobei vorausgesetzt wird, daB die Schicht- 
dicke unabhaingig von der GréBe des Stirkekorns ist, was ... sehr wahr- 
scheinlich nicht zutrifft. 

Bei héherer VergréBerung lassen die mit Haftprotein behafteten Stiarke- 
kérner haufig, wenigstens stellenweise, deutlich Fibrillengeflecht erkennen, 
das dem Haftprotein zuzuordnen ist.‘‘ Die Dicke der Fibrillen setzt Hess 
nach einer elektronenmikroskopischen Aufnahme zu etwa 100 AE an. 

, stirkekérner, die durch Proteolyse weitgehend von Haftprotein be- 
freit sind, erscheinen meist wesentlich glatter (Abb. 12, Hess 1954) und 
zeigen diese Fibrillen nur noch sehr selten, vermutlich als Relikte des Haft- 
proteins.“ 

,,Hs ist wahrscheinlich, daB das Haftprotein genetisch mit der Leuko- 
plastenhaut in Zusammenhang steht, die bekanntlich am Aufbau der Re- 
servestirke beteiligt ist.“ 
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Es wurde nun versucht, das von K. Hess elektronenmikroskopisch am 
Weizenstiirkekorn niher erfaBte Haftprotein auch fluoreszenzmikroskopisch 
nachzuweisen. Es sollte auBerdem an anderen Stirken, nativen wie auch 
geschlimmt zuginglichen, diesem Haftprotein nachgegangen werden. 


2. Methodik 


Da, wie schon Haitinger (1938) ausfihrt, die Eigenfluoreszenz der 
Stirkekérner nur sehr schwach ist, kénnen fluoreszenzmikroskopische 
Untersuchungen an solchen nur unter Verwendung von besonders geeigneten 
Fluorochromen ausgefiihrt werden. Fir die geplanten Untersuchungen 
iiber das Haftprotein konnten nur solche Fluorochrome zur Anwendung 
kommen, welche Proteine und die Substanz der Starkekérner zu verschie- 
denfarbiger Sekundarfluoreszenz anregen. Unter den zur Darstellung der 
Stirkekérner geeigneten Fluorochromen wurde das Acridinorange (3,6-Te- 
tramethyldiaminoacridin) fiir diesen Zweck als besonders geeignet ausge- 
wihlt. Bei Acridinorange andert sich die Farbe der Fluoreszenz mit der 
Konzentration, so da benachbarte verschiedenartige Strukturen durch un- 
terschiedliche Fluoreszenzfarbe charakterisiert werden kénnen, wenn diese 
nur den Farbstoff ungleich stark aufnehmen. Eine Acridinorangelésung 
in dest. Wasser 1:100.000 bis 1:10.000 fluoresziert hellgriin. Bei schwi- 
cher verdiinnten Lésungen geht die Fluoreszenzfarbe allmahlich nach Gelb 
iiber, bis diese bei 1:1000 gelb wird. Eine 1:200-Lésung fluoresziert gelb- 
lichrot, eine 1:100-Lésung rot. 

Das Verhalten verschiedener Starken gegeniiber wasserigen Loésungen 
von Acridinorange ist keineswegs gleichformig. Ebenso ist die Sekundar- 
fluoreszenz bei Anfairbung mit verschieden konzentrierten wisserigen 
Lésungen dieses Farbstoffes bei manchen Stirken uneinheitlich infolge 
verschieden starker Farbstoffaufnahme. Eine weitere Komplikation des 
Verhaltens wird dadurch hervorgerufen, da8 die Starkekérner aus zwei ver- 
schiedenen Komponenten jeweils in bestimmter, aber unterschiedlicher 
raumlicher Konfiguration aufgebaut sind, welche ihrerseits wiederum bei 
Beriihrung mit einzelnen Fluorochromen zu verschiedenfarbiger Sekundar- 
fluoreszenz angeregt werden. Uber diese Zusammenhinge soll gelegentlich 
an anderer Stelle berichtet werden. Unter Beriicksichtigung dieser einzelnen 
Besonderheiten bewahrte sich das Acridinorange innerhalb gewisser Gren- 
zen sehr gut. Soweit es fiir die Untersuchungen tiber das Haftprotein von 
Bedeutung ist, geniigen folgende Feststellungen. 

In héheren Verdiinnungen der gepriiften fluoreszierenden Farbstoffe, 
besonders von Acridinorange — 1: 10.000 bis 1: 100.000 —ist das Aufnahme- 
verm6égen der untersuchten Starken und auch die Sekundarfluoreszenz weit- 
gehend iibereinstimmend. Abweichungen treten bei einzelnen Starken erst 
in wasserigen Lésungen oberhalb von 1:10.000 auf, besonders bei 1: 1000. 

Nach ausgedehnten Vorversuchen iiber das Verhalten der verschiedenen 
Staérken wurde in den meisten Praparaten das zu untersuchende Objekt 
in eine Loésung von Acridinorange in dest. Wasser 1:10.000 eingetragen. 
Bei lebenden Zellen bzw. Schnitten wurde eine 5%ige Rohrzuckerlésung, 
welche Acridinorange 1:10.000 gelést enthielt, verwendet. Nach einer 
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Farbedauer von im allgemeinen zwei Minuten wurde die Farblésung wieder 
ausgewaschen, entweder mit dest. Wasser oder mit der 5°%,igen Rohrzucker- 
losung. 

Geeignete Farbungen fiir die Differenzierung von Starke und anhaften- 
dem Protein kommen nur dann zustande, wenn die Farblésung in groBem 
Uberschu8 zugegeben wird. Das ist aber keineswegs gleichbedeutend mit 
Verwendung von héheren Konzentrationen. Im letzteren Falle treten Uber- 
farbungen, aber keine Differenzierungen auf. 

Jegliche Differenzierung bleibt auch aus, wenn zwar die Konzentration 
der Farblosung geeignet ist, aber die zu,untersuchende Starke oder die 
Gewebeschnitte in zu groBer Menge oder Anzah! in die Farblésung einge- 
tragen werden. Infolge der raschen und starken Farbstoffaufnahme wird 
das Absorptionsvermégen einzelner oder aller Komponenten auch nicht 
annahernd abgesattigt und es unterbleibt daher die Differenzierung. Der 
gesamte zu fairbende Inhalt der Priparate bleibt dann bei einem einheit- 
lichen, unentwickelten Stadium der Farbung bzw. der Sekundarfluoreszenz 
stehen. 

3. Untersuchungen 


Weizenstarke 


Die zahlreichsten Versuche wurden an den Starkekérnern von Triticum 
vulgare Vill. und denjenigen des Hartweizens, Tr. durum Desf., ausgefiihrt. 
Triticum vulgare. Von keimfaihigen Weizenkérnern wurden von Hand 
sehr kleine Querschnitte hergestellt und diese in einen Tropfen Acridin- 


orangelésung 1:10.000 auf dem Objekttrager eingelegt. Dabei isolierten 
sich zahlreiche Starkekérner; andere blieben im Zusammenhang mit dem 
Endosperm, ragten aber iiber den Schnittrand heraus. Nach zwei Minuten 
Anfarben wurde die Farblésung mit dest. Wasser sorgfaltig wieder ausge- 
waschen. 

Bei Untersuchung im Blaulicht sieht man, daB die Zellwande im Inneren 
der Schnitte hellgriin fluoreszieren, am Rande dagegen rétlichgelb bis rét- 
lich. Die Zellwinde der Kornhiille leuchten meist orangefarben. Die 
Starkekorner im Inneren der Zellen des Endosperms fluoreszieren hellgriin. 
Diese sind einer naheren Analyse nicht zuginglich. Die Aleuronk6érner 
Jeuchten intensiv rot. Die freiliegenden Stairkekérner, besonders diejenigen 
in naichster Nahe der Schnittrander und diejenigen, welche noch am Schnitt 
haften, aber iiber den Rand hinausragen und unbedeckt sind, ergeben unter- 
schiedliche Fluoreszenzen. Manche von diesen fluoreszieren hellgriin, andere 
dagegen rotlich. 

Auf der Flache von zahlreichen der griinfluoreszierenden Korner sind 
leuchtend rote EiweiBpartikel und ebenso leuchtende faden- bis netzformige 
feine und feinste Strange zu erkennen, welche in ihrer Gesamtheit mehr 
oder weniger groBe Teile der Oberfliche der Starkekérner bedecken (Haft- 
protein). Dazwischen und in der weiteren Umgebung liegen isoliert eckige 
und anders gestaltete ebenfalls leuchtendrot fluoreszierende EiweiSpartikel 
(Zwickelprotein). Diejenigen K6érner, welche iiber die Schnittrander hinaus- 
ragen und rotlich fluoreszieren, lassen ebenfalls noch faden- und netzformige 
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feinste rot fluoreszierende EiweiBstrukturen erkennen. Auch diese K6rner 
tragen deutlich das Haftprotein, aber jedenfalls weniger beschadigt als die 
vollig freiliegenden Starkekérner. AuBerdem befinden sich in der Umge- 
bung der Schnitte auch viele isolierte Starkekérner, welche rein griin fluo- 
reszieren und kein Haftprotein mehr erkennen lassen. 

Bei Verwendung von Weizenmeh| sieht das fluoreszenzmikroskopische 
Bild sehr ahnlich aus. Im allgemeinen war die Anzahl der Stiarkek6rner, 
welche noch deutlich erkennbares Haftplasma tragen, groBer als bei Ver- 
wendung von Gewebeschnitten durch die Getreidefrucht. Die Starkekérner 
des Weizenpuders, welche geschliammt worden sind, lassen nach ent- 
sprechender Anfairbung mit Acridinorangelésung 1:10.000 in den meisten 
Fallen kein Haftprotein mehr erkennen. Dieses wird durch die Art der Auf- 
bereitung der Starke wohl durchweg mechanisch von der Oberflaiche der 
K6rner entfernt worden sein. 

Triticum durum. Zur Untersuchung des Hartweizens wurden von frisch 
geernteten Ko6rnern wiederum sehr kleine Querschnitte in Acridinorange 
1:10.000 in 5%iger Rohrzuckerlésung im Blaulichtfluoreszenzmikroskop 
untersucht. Zahlreiche hellgriin fluoreszierende Stairkekérner, welche sich 
aus den Schnitten isoliert hatten, trugen rot fluoreszierende Filme von Pro- 
teinkérpern. Diese Filme lieBen haufig sehr feine fibrillare Struktur erkennen. 
An manchen Stirkekérnern bilden diese Proteinfilme kappenartige Belege, 
welche noch bis zu zwei Drittel der Oberflache der Kérner bedecken kénnen. 
Der herausragende Teil der Starkek6rner fluoresziert dann hellgriin. Sehr 
wahrscheinlich ist der iibrige Teil der Proteinbelige bei der Praparation der 
Schnitte von den Stirkekérnern abgestreift worden. Man kann dieses 
kiinstlich auch dadurch bewirken, daf man von einem solchen Praparat das 
Deckglas in einer mahlenden Bewegung auf dem Objekttrager einige Male 
herumreibt. Ein groSer Teil der Starkekérner wird dabei von dem Haft- 
protein befreit oder wenigstens teilweise befreit. Diese Tatsache laBt sich 
daran erkennen, da’ sehr zahlreiche Starkek6rner dann nur hellgriin 
fluoreszieren. 

In anderen Fallen wurde zur Untersuchung Hartweizengrie8 verwendet. 
Es handelte sich dabei also um kleine Bruchstiicke des Endosperms, welche 
im Inneren noch véllig unberiihrt geblieben waren. In einen Tropfen wisse- 
rige Acridinorangelésung 1:10.000 wurden einige K6érnchen des GrieBes 
eingetragen und diese in der Farblésung mit einer Lanzette vorsichtig zer- 
driickt. Auch in diesen Endospermpraparaten waren zahlreiche Stiarke- 
kérner, welche hellgriin fluoreszierten, mit fibrillarem und netzigem Haft- 
protein bedeckt, welches rote Fluoreszenz zeigt. 


Gerstenstirke 


Als weitere Getreidestirke wurde diejenige von Hordeum vulgare L. 
zur Untersuchung herangezogen. 

Querschnitte: Sehr kleine, diinne Querschnitte durch das Gerstenkorn 
lieBen in Acridinorange 1:10.000 in 5%iger Rohrzuckerlésung auf den den 
Schnittrand der angeschnittenen Zellen tiberragenden sowie an den frei 
gewordenen Stirkekérnern rot fluoreszierende feinfadige bis netzige Protein- 
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belage und z.T. schleierartige, mehr oder weniger ausgedehnte gelbrot 
fluoreszierende Uberziige erkennen. 

Gerstenmehl: Die hellgriin fluoreszierenden Stirkekérner zeigen fast 
durchweg in sehr tiberzeugender Weise in Acridinorangelésung 1: 10.000 
in dest. Wasser ungleich weit ausgedehnte schleierartige Belige von rot 
fluoreszierendem Haftprotein und feine faden- bis netzformige Fibrillen- 
uberziige und auch winzige anhaftende Eiwei8partikelchen. An den nicht be- 
deckten Stellen dringt die hellgriine Fluoreszenz der Starkekérner durch. 


Maisstarke 


Schnitte durch das Mehlendosperm des Maiskornes in Acridinorange 
1:10.000 in 5%iger Rohrzuckerlésung zeigen Anfarbung bzw. Fluoreszenz 
der Zellwainde und der Kornhiille wie diejenigen der anderen untersuchten 
Getreidearten. Die frei gewordenen Starkekérner lieBen feine bis schleier- 
formige, rot fluoreszierende Belage erkennen sowie faden- bis netzférmige 
feinste Proteinstrange, an denen haufig rot fluoreszierende Proteinpartikel 
hafteten. 


Maismehl in Acridinorangelésung 1:10.000 in dest. Wasser zeigte 
im Blaulicht das Verhalten der Starkekérner in besonders schéner Weise. 
Die Hauptmenge der Korner trug an der Oberfliche rot fluoreszierende 
Partikel von sehr geringer GréBe, haufig aber auch rétlich fluoreszierende 
schleierartige Belage, welche in verschiedener Ausdehnung die Starkekérner 
bedeckten und deren rétliche Fluoreszenz bewirkten. AuBerdem waren oft 
fadige bis netzige ebenfalls fluoreszierende Strukturen auf diesen zu erkennen. 


Die nicht bedeckten Teile der Korner fluoreszierten hellgriin bis griin. 


Maispuder, geschlammte Maisstarke, erscheint unter den gleichen Ver- 
suchsbedingungen in griiner Fluoreszenz. Proteinanteile sind nur in sehr 
geringer Menge vorhanden und dann als gesonderte Partikel. 


Leguminosenstarke 


Neben Stiarken der Getreide wurden solche aus Leguminosensamen auf 
das Vorhandensein von Haftprotein untersucht, und zwar von Phaseolus 
multiflorus (Lmk.) Willd. und Pisum sativum L. 

Phaseolus multiflorus: Kleine Querschnitte durch die Kotyledonen 
frischer Samen wurden in Acridinorange 1:10.000 in 5%iger Rohrzucker- 
lésung, solche aus alteren Samen in wiasseriger Farbstofflésung gefarbt und 
nach Auswaschen im Blaulicht untersucht. Von den aus den Schnitten 
isolierten Starkekérnern lieB eine gréBere Anzahl teilweise Bedeckung der 
griin fluoreszierenden Starkekérner mit einer diinnen rot fluoreszierenden 
Schicht von Haftprotein erkennen. Dieser Haftproteinfilm war bei einzel- 
nen Kornern teilweise auch abgehoben und hing dann tiber dessen Rand 
hinaus. 

Auch bei der Untersuchung von Bohnenmehl konnte an sehr vielen 
Stairkek6rnern das rot fluoreszierende Haftprotein festgestellt werden. In 
diesen Priaparaten trat besonders haufig eine auBerst feine fadig-netzige 
Struktur des Haftproteinfilms hervor. 


10* 
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Pisum sativum: Querschnitte durch die Kotyledonen, welche genau wie 
die von Phaseolus behandelt worden waren, zeigten ganz entsprechend rot 
fluoreszierendes Haftprotein auf den Starkekérnern. 

In Priaparaten von gemahlenen Erbsen in rein wasseriger Acridin- 
orangelésung 1:10.000, welche nur eine relativ geringe Menge Mehl ent- 
hielten, konnte das Haftprotein praktisch an allen Stirkekérnern in recht 
eindrucksvoller Weise festgestellt werden. Vielfach wurde die griine Fluo- 
reszenz der Starkekérner nicht oder nur zum Teil sichtbar, wihrend der 
iibrige Teil oder das ganze Korn gelbrot bis rot fluoreszierte, aber trotzdem 
durchscheinend blieb. Es lag dann auf der Oberfliche der Korner ein der- 
artiger fluoreszierender Film. In diesem traten stellenweise ausgesprochene 
Faden oder solche in netzartiger Anordnung noch besonders hervor. 

Die Stiirkekorner der untersuchten Leguminosensamen stellen eindrucks- 
vollere Beispiele fiir das Vorhandensein des Haftproteins dar als diejenigen 
der Gramineenfriichte. 


RoBkastanienstirke 


Von weiteren Samenstirken wurde mehr zufiallig diejenige von Aesculus 
hippocastanum L. untersucht, und zwar aus Gewebeschnitten frischer Samen 
und von geschlimmter Starke. 


Gewebeschnitte: Kleine Handschnitte wurden in Acridinorange 
1:10.000 in 5%iger Rohrzuckerlésung zwei Minuten gefarbt und mit Rohr- 
zuckerlésung wieder ausgewaschen. Bei Mikroskopie im Blaulicht konnten 
auf der Oberfliche von vielen ausgetretenen Stiirkekérnern leuchtendrot 


fluoreszierende Proteinfilme festgestellt werden, welche hiaufig noch den 
groBten Teil der Korner bedeckten oder doch kappenférmige Gestalt hatten. 
Diese Filme besaBen fadig-netzige Struktur. 

An geschlimmter RoSkastanienstirke in wisseriger Acridinorange- 
lésung 1: 10.000 fiel besonders auf, da8 fast simtliche Stirkekorner auf der 
Oberfliche festhaftende faden- oder netzférmige Proteinanteile trugen. 


Marantastirke 


AuBer der Reservestarke aus Samen und Friichten wurden einige Starken 
aus anderen Organen untersucht, teils transitorische, teils Speicherstarke. 
Eine kiufliche geschlammte Marantastarke (westindisches Arrowroot) von 
Maranta arundinacea L., enthielt zahlreiche K6rner, welche bei der kurz- 
dauernden Farbung in Acridinorange 1:10.000 in dest. Wasser einen sehr 
diinnen, rot fluoreszierenden Schleier erkennen lieBen. Es handelte sich 
dabei meist nur um unvollstindige, feinste Proteinbelige, welche fadige 
bis netzartige Struktur zeigten. Daneben waren auch einzelne liegende 
oder an Stirkekérnern haftende Proteinpartikel oder auch fein granu- 
lierte Proteinflocken vorhanden. Alle diese Elemente erschienen in leuch- 
tendroter Fluoreszenz, waihrend die Starkek6rner einheitlich hellgriin leuch- 
teten. Die Marantastarke gibt in Acridinorangelésung 1: 10.000 bis 1: 100.000 
gleichmaBig griine bis hellgriine Fluoreszenz. 
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Transitorische Stairkekérner von Pellionia Daveauana L. 


Zum Vergleich mit dem fluoreszierenden Haftprotein an der Oberfliche 
verschiedener Stairken aus Samen und Getreidefriichten wurden einige 
Versuche unternommen, auch die Leukoplastenhaut sichtbar zu machen, 
welche nach K. Hess mit dem Haftprotein in genetischem Zusammenhang 
stehen soll. Als besonders geeignetes Objekt wurde die Starke in den Sten- 
gelparenchymzellen von Pellionia Daveauana gewahlt, deren Leukoplasten 
auch Chlorophyll enthalten. 

Bei der Untersuchung kleiner und méglichst diinner Stengelquerschnitte 
in 5%iger Rohrzuckerlésung im Blaulichtfluoreszenzmikroskop zeigen die 
Stirkekérner sehr schwache weiblichblaue Primarfluoreszenz. Die Leuko- 
plasten in den Zellen der auBeren Rindenschichten fluoreszieren leuchtend- 
rot als kleine runde Scheibchen, waihrend an den gréBten Starkekérnern 
in den inneren Rindenzellen der Leukoplast nur noch eine rote Kappe an 
der Seite der breitesten Schichten bildet. In den dazwischen liegenden 
Parenchymzellschichten sind in den Leukoplasten erst Starkekérner von 
mittlerer GroBe enthalten. Hier sieht man oftmals den schon durch das 
Stairkekorn etwas gedehnten Leukoplasten in diinner Schicht iiber dem 
ganzen Korn sich rot fluoreszierend erstrecken. Charakteristisch fiir alle 
Teile des rot fluoreszierenden Leukoplasten ist die Tatsache, daB es sich 
nur um sehr dicht gelagerte feinste rote Granula handelt, entsprechend dem 
submikroskopischen Bau der farbstoffiihrenden Plastiden. 


Kartoffelstarkekérner 


Es wurde weiterhin versucht, auch an den Kartoffelstarkek6rnern in 
der Knolle eventuell die Leukoplastenhaut zu erfassen. Sehr kleine Hand- 
schnitte durch die frische Knolle wurden in Acridinorange 1:10.000 in 
5%iger Rohrzuckerlésung im Blaulicht untersucht. Bislang konnte in kei- 
nem Fall an fertig entwickelten Knollen auf diese Weise die Leukoplasten- 
haut nachgewiesen werden. Diesem Nachweis stehen gerade bei den Kar- 
toffelstirkekérnern noch besondere Schwierigkeiten bei der Verwendung 
von Acridinorange entgegen, da sich die verschieden groBen Starkekérner 
dem Farbstoff gegeniiber ungleich verhalten. Versuche, den Nachweis in 
jungen Knollen auf friihem Entwicklungsstadium zu fiihren, wurden bislang 
nicht unternommen. 

Tragt man kleine und sehr kleine Diinnschnitte durch das Gewebe einer 
frischen Knolle in Acridinorange 1: 1000 in 5°%ige Rohrzuckerlésung ein, so 
kann man an der Peripherie jedes griin bzw. gelbrot bis rot fluoreszierenden 
Stairkekornes meist ein bis mehrere diinne, rot fluoreszierende Protein- 
flocken erkennen. Wahrscheinlich handelt es sich dabei aber um aus dem 
Zellsaft geflocktes Protein und nicht um Anteile der Leukoplastenhaut. 


Anmerkung wahrend der Korrektur 


Inzwischen ist es gelungen, die Leukoplastenhaut auf sehr einfache 
Weise sichtbar zu machen. Etwa 1 cm dicke Scheiben aus der Kartoffel- 
knolle werden auf feuchtem Filtrierpapier in einer Glasschale diffusem Tages- 
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licht ausgesetzt, so lange, bis die Oberflache des Kartoffelgewebes eine leicht 
griine Farbung erhalten hat. Das ist nach etwa 8—i4 Tagen der Fall. An 
der griinlichen Oberflache stellt man dann Dinnschnitte her, nachdem das 
neugebildete Wundperiderm zuvor durch einen Schnitt entfernt worden ist. 
Bei der Untersuchung im Fluoreszenzmikroskop sieht man bei Erregung mit 
UV- oder Blaulicht sehr deutlich in den unverletzten Zellen die Starkekérner 
mit einem feinkérneligen rotfluoreszierenden Uberzug bedeckt. Das ist aber 
die Leukoplastenhaut, welche nunmehr rotfluoreszierende, chlorophyll- 
fiihrende Grana enthalt. Bei gewohnlichem durchfallendem Licht ist an den 
Stairkek6érnern keine Veranderung wahrzunehmen. In den starkefreien Zellen 
sind meist zahlreiche sehr kleine rotfluoreszierende Plastiden vorhanden, 
entweder im Zytoplasmawandbelag oder in den Plasmastringen. 


4. Besprechung der Untersuchungen 


Den mitgeteilten Untersuchungen lag die Absicht zugrunde, im weiter 
gesteckten Rahmen von Untersuchungen an Stirkekérnern die von K. Hess 
(1952 und 1954) an Weizenstarke angeschnittene Frage des Haftproteins 
mit leichter zuganglicher, direkter und besonders gegeniiber der Mikroskopie 
im gewohnlichen durchfallenden Licht wesentlich empfindlicherer Methode 
zu untersuchen und auch bei anderen Starken nachzupriifen. Nach Ab- 
schlu8 der oben mitgeteilten Untersuchungen erschien eine weitere Arbeit 
von Hess und Mitarbeitern, in der die friiheren Ergebnisse bestatigt und 
weiter prazisiert werden. Neu ist hierin die Feststellung: ,,mengenmafig 
verteilt sich das Mehlprotein zur Halfte auf Haftprotein und zur anderen 
Halfte auf Zwickelprotein.“ 

Die eigenen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mittels An- 
farben der Praparate mit Acridinorange fiihrten ebenfalls bei Starkekérnern, 
aus Mehlen und aus Samen bzw. Getreidefriichten durch Schnitte gewonnen, 
zur Feststellung von Proteinfilmen, meist aber nur von Bruchstiicken von 
solchen, welche auf den Starkek6rnern haften oder auch teilweise von diesen 
abgehoben sein kénnen. In zahlreichen Fallen lieBen die auf den Starke- 
kérnern haftenden Proteinfilme netzartige oder fibrillire Struktur erkennen. 
Es ist sehr wahrscheinlich, daB die fluoreszenzmikroskopisch festgestellten, 
leuchtendrot fluoreszierenden und z. T. netzig erscheinenden Proteinbelage, 
welche sich sehr kontrastreich von den hellgriin fluoreszierenden Starke- 
kérnern abhoben, mit dem von Hess und Mitarbeitern auch elektronen- 
mikroskopisch abgebildeten Haftprotein der Weizenstaérkekérner identisch 
sind. Dafiir spricht ferner auch die Tatsache, daB auch an Starkekérnern 
in Mehlen die gleichen Feststellungen getroffen wurden. An den Stiarke- 
kérnern, welche den SchlimmprozeB durchgemacht haben, konnte, wie 
zu erwarten war, nur in einzelnen Ausnahmefiallen (z. B. bei Marantastirke) 
ein solches Haftprotein noch festgestellt werden. Bei Kartoffelstirkekérnern 
war auch bei Entnahme aus der fertig entwickelten Knolle eine Plastiden- 
haut mit der angewendeten Methode nicht (oder nicht mehr) zu erfassen ; 
wogegen dieses bei den in den griinen Leukoplasten auf Stengelquerschnitten 
von Pellionia Daveauana in den Zellen bei den Starkekérnern von mittlerer 
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GroBe vermége der starken Chlorophyllfluoreszenz, aber ohne jede Anfar- 
bung, gut gelang. 

Die Untersuchungen iiber das Haftprotein der Stiirkekérner im Blau- 
lichtfluoreszenzmikroskop nach Vorbehandlung mit Acridinorange zeigten, 
daB diese Untersuchungsweise wesentlich leichter und vor allem sicherer 
und auch empfindlicher ist als diejenige im gewéhnlichen Durchlicht, da 
der anhaftende Proteinfilm differentiell, und zwar in leuchtend roter 
Komplementarfarbe zum hellgriinen Starkekorn erscheint. Sie erméglicht 
ferner auch, gréBere Mengen von Material in relativ kurzer Zeit zu sichten. 
Die elektronenmikroskopische Aufnahme kann dadurch natiirlich nicht 
ersetzt werden. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen lassen ferner den SchluB zu, daB das 
Haftprotein wahrscheinlich bei den Starkekérnern der stirkereichen Samen 
und Friichte allgemein verbreitet ist. 


5. Zusammenfassung der Ergebnisse 


Im Blaulichtfluoreszenzmikroskop 1aBt sich nach Behandlung mit Acridin- 
orange 1:10.000 in dest. Wasser bzw. 5%iger Rohrzuckerlésung auf den 
hellgriin fluoreszierenden Starkekérnern des Weizenendosperms und anderer 
Getreidearten (Triticum durum, Hordeum vulgare, Zea Mays) sowie der 
Leguminosensamen (Phaseolus multiflorus, Pisum sativum) und -anderer 
Samen aus Schnitten durch das Endosperm oder entsprechenden Speicher- 
geweben oder auch aus Mehlen das Haftprotein in stark kontrastierender 
Rotfluoreszenz nachweisen!. 
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Le vacuome des grains de pollen et sa coloration vitale 


Par 


Pierre Dangeard 


Faculté des Sciences, Laboratoire de Botanique, Bordeaux 
Avec 8 figures 


(Recu le 9 Mai 1955) 


Les grains de pollen renferment un vacuome dont la démonstration se 
fait plus ou moins facilement au moyen de colorants vitaux comme nous 
Vavons montré tout d’abord chez les Gymnospermes, puis, plus récemment, 
chez diverses Angiospermes (1933, 1934). 

Nous avions eu en vue surtout, autrefois, de montrer la présence d’un 
vacuome reconnaissable dans tous les grains de pollen étudiés, ou du moins 
dans tous ceux chez lesquels une coloration vitale est possible et en outre 
d’affirmer que le vacuome établi dans le tube pollinique a la germination 
provient dans tous les cas de celui des microspores. 

Or la coloration vitale des grains de pollen, outre qu’elle met en évidence 
une morphologie du vacuome assez variable, permet aussi d’étudier d’autres 
problémes comme ceux de la perméabilité des grains aux colorants vitaux ° 
ou le pouvoir d’accumulation souvent trés grand de leur vacuome qui se 
traduit, dans certains cas, par l’apparition de cristallisations au sein de 
ces grains de pollen. L’apparition de cristaux dans les vacuoles n’a lieu 
que dans certains grains de pollen appartenant par exemple aux Rosacées 
ou encore aux Renonculacées et elle semble en relation avec une consti- 
tution particuliére du vacuome dans ces familles. Le pouvoir d’accumuler 
les colorants vitaux semble uniformément répandu, mais avec des différences 
importantes d’une plante 4 l'autre. On peut dire que les grains de pollen 
se colorent facilement d’une maniére générale dans des solutions de rouge 
neutre au 100 milliéme mais, dans certains cas favorables, il est possible 
d’obtenir une coloration appréciable du vacuome dans des solutions au dix 
millioniéme. 

Certains grains de pollen ont une paroi particuliérement épaisse qui fixe 
fortement les colorants vitaux et nuit considérablement a l’observation du 
vacuome. Il en est ainsi chez beaucoup de Composées. II arrive aussi, dans 
certains cas, que l’entrée du colorant vital dans les micropores donne lieu a 
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une coloration diffuse du protoplasme qui tend 4 devenir de plus en plus 
foncée, sans qu’il soit permis de mettre en évidence aucune particularité 
morphologique. Ces cas sont assez rares 
et il est possible le plus souvent de les 
éviter en soumettant les grains de 
pollen a des solutions de colorants 
vitaux trés diluées. 
L’étude au moyen de colorations 
vitales, principalement avec le rouge 
neutre, d’un trés grand nombre de 
grains de pollen appartenant aux 
familles les plus diverses nous a permis 
de reconnaitre a l’intérieur de ces 
micropores un vacuome sous un état 
le plus souvent trés dispersé. Ces pe- 
tites granulations du vacuome peuvent 
se gonfler assez rapidement en cours 


Fig. 1. Grains de pollen de Magnolia 
Yulan colorés vitalement par le rouge 
neutre. 


d’observation pour se transformer en 
petites vacuoles rondes et cela, quel 
que soit le milieu de montage (eau 
ordinaire, ou eau sucrée additionnée 
du colorant vital). Souvent aussi, ce- 
pendant, ces granulations ne se modi- 
fient que trés lentement et elles conser- 
vent leur taille minuscule pendant la 
durée d’observations prolongées (Fig. 1). 
Contrairement a l’opinion trés ré- 
pandue un assez grand nombre de 
pollens résistent a l’eau ordinaire : il 
est done possible d’obtenir leur colo- 
rouge neutre (les premiers éléments ration vitale dans l'eau additionnée 
du vacuome s’engagent dans le tube de colorant. Dans la plupart des cas 
pollinique). cependant il sera utile, ou méme 
indispensable, d’utiliser une solution 
de saccharose 4 5 ou 10 p.100 comme milieu de montage. Nous donnerons 
quelques exemples parmi les plus caractéristiques des résultats que nous 
avons obtenus. 
Protoplasma, Band XLVI/1—4 11 


Fig. 2. Pollen de Ranunculus repens 
germant dans l’eau en présence de 
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I. — Vacuome trés dispersé sous forme de grains ou de minuscules 
vacuoles rondes 

Type : Ranunculus repens 
Les grains de pollen sont presque sphériques. Lls résistent bien 4 l’eau. 
Dans une solution étendue de rouge neutre le colorant se fixe sur des granules 
réfringents préexistants dont la taille est minuscule (0,5 u environ). Ces 
grains du vacuome ne gonflent pas rapidement dans l’eau. Ils germent 

facilement (Fig. 2). 

Cet exemple de granules vacuolaires se colorant vitalement, déja visibles 
avant coloration comme de minuscules grains réfringents, n’est pas trés 
rare et nous en avons vu un certain 
nombre d’autre cas (Chelidonium majus, 
Symphytum officinale, Ulex europeus). 
Dans les pollens d’un certain nombre 
de plantes qui ont le méme type de 
vacuome, celui-ci est formé de grains 
vacuolaires presque ponctiformes, au 
début de la coloration vitale, mais ces 
éléments vacuolaires ne tardent pas a 
grossir par hydratation et, le plus sou- 
vent, la transformation se fait rapide- 


A & 


Fig. 3. Grains de pollen du Coudrier 
(Corylus avellana) dont le vacuome a 
été coloré vitalement par le rouge neu- 


tre : on distingue de nombreuses sphé- 
rules vacuolaires de diverses tailles. 


ment en petites vacuoles rondes. Ceci 
s’observe chez diverses Renoncules, 
chez le Nicotiana tabacum, Helleborus 
viridis, Corylus avellana (Fig. 3 et 4). 

Le type des grains de pollen dont le Fig. 4. Les mémes grains de pollen 
vacuome apparait trés dispersé, sous aprés une coloration vitale prolongée. 
forme de granules minuscules, semble 
trés répandu. Parfois les éléments du vacuome sont tellement nombreux 
et petits qu’on pourrait croire 4 une coloration diffuse cytoplasmique. Nous 
avons noté ce fait pour le Salix alba. D’autre part dans cet exemple, 
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assez rapidement, ces grains vacuolaires se transforment en petits filaments 
ou en éléments de réseaux. Dans les grains de pollen de la Jacinthe des 
bois (Endymion nutans) nous avons méme observé, dés le début de la 
coloration vitale, des filaments et des réseaux de nature vacuolaire. 

Les éléments vacuolaires qui prennent le rouge neutre ne sont pas tou- 
jours des granules réfringents préformés, mais souvent des vacuoles rondes 
minuscules et trés nombreuses sans relation avec les granulations visibles 
qui encombrent le cytoplasme des grains de pollen : c’est le cas rencontré 
chez le Saxifraga crassifolia. 

Le vacuome du type dispersé présent dans les grains de pollen varie, 
comme nous l’avons vu, par sa faculté plus ou moins grande de se gonfler 
dans l’eau. Il différe aussi par sa situation a l’intérieur du pollen, car les 
grains vacuolaires peuvent étre localisés en profondeur autour du noyau 
végétatif, ou bien étre répartis uniformément dans tout le protoplasme. 

La réaction du vacuome n’est pas non plus toujours la méme : assez 
souvent les petites vacuoles se colorent en rouge orangé par le rouge neutre 
et le vacuome peut étre considéré comme neutre ou légérement alcalin 
(Punica granatum, Lycium barbarum, Colutea arborescens, Tradescantia 
virginica, etc.). Plus souvent le vacuome se colore en rose ou en rouge violacé 
(Corylus avellana, Rosa gallica, Prunus padus, etc.). 

Les plantes dont les grains de pollen montrent, en coloration vitale, un 
vacuome du type dispersé 4 nombreux et trés petits éléments vacuolaires 
sont les plus nombreuses de toutes. Nous pouvons citer : Ficaria ranuncu- 
loides, Caltha palustris, Ranunculus sp. plur., Aconitum napellus, Clematis 
sp., Chelidonium majus, Eschscholizia sp., Eriobotrya japonica, Gillenia 
trifoliata, Ulex europeus, Genista anglica, Lotus uliginosus, Colutea arborescens, 
Anagallis arvensis, Cyclamen persicum, Primula grandiflora, Punica grana- 
tum, Symphytum officinale, Lycium barbarum, Lobelia Dortmanna, Tecoma 
sp., Amaryllis vittata, Allium neapolitanum, Colchicum autumnale, Narcissus 
pseudo-narcissus et N. Tazetta, Tradescantia virginica. 

Il n’est pas douteux que, dans la grande majorité des cas ou l’on observe 
dans le pollen un vacuome formé de granules trés petits et nombreux, il 
s’agit de vacuoles élémentaires, mais il n’est pas exclu toutefois que des 
granules colorables vitalement puissent représenter des précipités a l’in- 
térieur de grandes vacuoles préexistantes dont les contours auraient disparu. 
On s’expliquerait ainsi que les grains colorables vitalement se présentent, 
dans certains cas, en amas de formes définies. Exemple : le Gui, Viscwm 
album. 


II. — Vacuome formé d’assez grandes vacuoles inégales de taille 


Type : Agrimonia eupatoria 

Les grains de pollen montrent, dés le début de la coloration vitale, 
d’assez grandes vacuoles, inégales de taille. Ce type de vacuome se ren- 
contre également dans la Bruyére (Erica cinerea), le Plantago lanceolata, 


Hypericum perforatum, Solidago virga aurea, Iris pseudacorus, Mentha 
arvensis, Alnus glutinosa. 


1D 
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Type : Dactylis glomerata 

Dés le début de l’observation le pollen montre une ou plusieurs trés gran- 
des vacuoles qui se colorent faiblement en rose par le rouge neutre. 

Ce type de vacuome a été observé également dans le Mirabilis jalapa, 
la Pariétaire, le Liseron (Calystegia sepium). Dans la Pariétaire il y a sou- 
vent un mélange de grosses et de petites vacuoles. 


III. — Vacuome renfermant un pigment 
Type : Clerodendron sp. 


Dans le pollen qui est coloré en violet on apercoit, sans coloration, des 
vacuoles inégales, de taille moyenne, généralement rondes, faiblement mais 
nettement colorées naturellement en violet. Ces mémes vacuoles peuvent 
fixer le rouge neutre en coloration vitale, prenant une couleur lie de vin. 

Des exemples un peu analogues d’un vacuome pigmenté dans les grains 
de pollen s’observent dans le coquelicot (Papaver Rhoeas) ot: le vacuome, 
coloré en bleu-pale, est formé de vacuoles minuscules. I] en est de méme 
chez le Radis (Raphanus sativus). 

Dans le Papaver Rhoeas, & c6té de minuscules granulations bleuatres trés 
nombreuses, on note souvent la présence de quelques grosses sphérules 
bleu-lilas. En coloration vitale il se fait une exacte substitution entre les 
grains de pigment et le vacuome coloré vitalement. 

Dans le Radis l’appartenance des grains de pigment au vacuome appa- 
rait plus discutable. On pourrait admettre l’existence de deux sortes de 
vacuoles ou de deux sortes de grains vacuolaires, les uns chargés de pigment, 
les autres incolores et fixant les colorants vitaux. 

Chez le Lyciet (Lycium barbarum) il existe dans le pollen de trés petites 
gouttelettes bleu-pale qui ne fixent pas le rouge neutre. Ce colorant, par 
contre, imprégne de trés nombreuses petites sphérules vacuolaires dispersées 
qui prennent une teinte rouge orangé ou parfois violacée. Le pollen de 
Petunia violacea renferme aussi de trés petites gouttelettes bleues qui sont 
distinctes des petites vacuoles 4 réaction alcaline que l’on colore par le 
rouge neutre. Cela pose la question, ou le probléme, de plusieurs sortes de 
vacuoles dans le pollen. 


IV. — Grains de pollen 4 vacuome non colorable ou difficilement 
colorable 


Certains pollens ont une exine particuliérement épaisse qui fixe le rouge 
neutre fortement, tandis que l’intérieur du grain ne participe pas a la colo- 
ration ou demeure inobservable. 

Ex. : Knautia arvensis, Saponaria officinalis, Picris hieracioides, Lin 
cultivé, Alisma natans. 

Pour observer néanmoins le vacuome sur des grains de pollen placés dans 
une solution de rouge neutre on peut user de l’artifice suivant. En écrasant 
quelques grains entre lame et lamelle, on en trouve quelques uns dont le 
contenu granuleux a fusé 4 l’extérieur ; or, dans ce contenu, s’observent des 
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racuoles de tailles diverses faiblement colorées en rose. Cette faible colo- 
ration explique que les vacuoles ne soient pas visibles au travers de l’exine 
fortement colorée. 

Il existe aussi, dans les cas difficiles, la possibilité d’observer quelques 
vacuoles élémentaires au niveau des pores ou des plis, alors que la colo- 
ration vitale débute, et avant que le grain de pollen ne devienne trop foncé. 


Fig. 5. Grains de pollen de Jonquille Fig. 6. Le méme pollen germé a déve- 

(Narcissus pseudo-narcissus) colorés loppé de longs tubes polliniques dans 

vitalement par le rouge neutre : on lesquels s’est engagée la cellule géné- 

distingue particuliérement bien, dans rative (grande vacuole demeurée a 

lun des grains, la cellule générative Vintérieur du grain) : coloration vitale 
filiforme et son vacuome. au rouge neutre. 


Certains grains de pollen (Lathraea clandestina) semblent réfractaires a 
une coloration vitale définie : les colorants vitaux pénétrent, mais ne donnent 
qu’une coloration diffuse de la masse protoplasmique. Ce cas semble trés 
exceptionnel. 


V. — Vacuome dans la cellule générative 


Dans la plupart des grains de pollen seules les vacuoles de la grande cellule 
du grain de pollen se colorent vitalement. Chez un petit nombre de grains, 
cependant, nous avons pu observer distinctement la coloration du vacuome 
dans la cellule générative. Le cas se présente rarement chez les Dicotylédones 
(Convolvulus arvensis, Phlomis sp.). Il est bien plus fréquent chez les Mono- 
cotylédones ot la cellule générative, fusiforme et ordinairement courbée en 
forme de croissant, est nettement visible, méme sans coloration (Alliwm 
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neapolitanum, Ornithogalum umbellatum, Endymion nutans, Amaryllis lutea, 
Narcissus Tazetta et autres sp., Tradescantia virginica). Les vacuoles de la 
cellule générative sont presque toujours de petites sphérules et leur réaction 
peut étre différente de celle des vacuoles de la grande cellule (cellule végé- 
tative) (Fig. 5 et 6). 


Formation de cristaux dans les grains de pollen 


On sait qu’a la suite de coloration vitale il peut apparaitre des cristaux 
du colorant dans lintérieur des grains de pollen de certaines Rosacées 
appartenant a la tribu des Prunoi- 

dées (Plantefol 1933). Cette pro- 

priété est assez répandue, d’aprés 

nos observations, dans la famille 

des Rosacées et aussi chez les Re- 

nonculacées (P. Dangeard 1934). 


Fig. 7. Grain de pollen d’un Prunus sp. 

coloré vitalement par le rouge neutre : a 

Vintérieur des vacuoles ont pris naissance 
de grands cristaux en aiguille. 


Les cristaux se forment a l’intérieur des 

vacuoles mais ils peuvent, en se déve- 40 
loppant, dépasser les limites de la Fig. 8. Grain de pollen du méme avec 
vacuole oti ils sont apparus et donner de trés nombreux cristaux entrecroi- 
Vapparence d’étre formés directement _ sés, aprés coloration vitale par le rouge 
dans le cytoplasme (Fig. 7 et 8). Cette neutre. 

formation de cristaux peut avoir lieu 

méme, a la suite de coloration vitale, dans des solutions de rouge neutre ex- 


trémement diluées, par exemple, (Caltha palustris). 


10, 


Résumé 


Cette étude de la coloration vitale des grains de pollen chez quelques 
Angiospermes met en évidence une certaine diversité de leur vacuome, soit 
dans sa morphologie, soit dans son chimisme. Méme sans le secours des 
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colorants vitaux l’observation montre que le contenu des grains de pollen 
murs est trés varié ; grace aux colorants vitaux vacuolaires nous pouvons 
reconnaitre, avec plus ou moins de certitude, des éléments appartenant au 
vacuome, mais il existe en outre d’autres matériaux appartenant au para- 
plasme et qui contribuent 4 donner au protoplasme un aspect finement ou 
grossiérement granuleux trés fréquent. Leur nature chimique est, semble-t-il, 
encore mal connue. 

Ainsi nous voyons que |’étude du vacuome des grains de pollen germés 
ou non germés, comme également de leur contenu cytoplasmique, forme un 
champ de recherches encore vaste et qui rentre bien dans le cadre de la 
Protoplasmatologie activement prospectée par l’école autrichienne des 
cytologistes. 
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Osmoseverhalten und Permeabilitat der Gymnodiniale 
Oxyrrhis marina* 


Von 
Alfred Diskus 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 3 Textabbildungen 


( Eingelangt am 5. Dezember 1955) 


Einleitung 


Die Dinoflagellaten sind in systematischer Hinsicht schon seit langem 
eingehend bearbeitet worden. Eine reiche Literatur bezeugt das groBe 
Interesse vieler Forscher an dieser so formenreichen Gruppe der Flagellaten. 
Ich verweise auf die umfassenden Literaturangaben bei Lemmermann 
(1902, 1910) sowie auf die zusammenfassende Darstellung der Peridineen bei 
Fritsch (1948, S. 664—702)}. 

Zellphysiologisch sind die Peridineen dagegen noch kaum bearbeitet. 
Das mag einigermaBen tiberraschen, sind doch die Peridineen, vor allem im 
Meer, wohl die formenreichsten und zahlenmafig starksten Vertreter der 
pflanzlichen Planktonten. Doch auch SiiBwasserperidineen stehen, 
besonders in der kalten Jahreszeit, reichlich zur Verfiigung. 

Will man mit pflanzlichen Einzellern, Algen oder Flagellaten, physio- 
logisch arbeiten, so ist neben reichlichem Material die Eignung des Objektes 
fiir die an ihm auszufiihrenden Versuche entscheidend. Diese Eignung fiir 
physiologische Versuche besitzen aber viele unserer heimischen Peridineen, 
insbesondere die beschalten Formen, nicht. Der meist derbe Zellulose- 
panzer unserer Peridiniwm- und Ceratium-Arten erschwert die Beobachtung 
von Vorgangen in der Zelle auBerordentlich; die nackten Formen wiederum 
sind wegen ihrer Kleinheit und Temperaturempfindlichkeit schlechte Ver- 
suchsobjekte. Weit besser sind marine Formen. 

AnlaBlich einer Exkursion in das Lagunengebiet von Venedig wurden 
Meeresalgen und auch Peridineen gesammelt und lebend nach Wien gebracht. 


* Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zum 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
1 An Bestimmungsliteratur standen mir die Darstellungen der Peridineen von 
Lemmermann (1910), Lindemann (1928) und Schiller (1933) zur Verfiigung. 
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Die Proben enthielten neben einem von Prof. Schiller als neu erkannten 
Amphidinium (Amphidinium Hoéfleri Schiller u. Diskus) auch Oxyrrhis 
marina Duj. Vereinzelt fand sich noch Exuviella marina Cienk. 

Im Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit in Wien wurden 
mit den beiden erstgenannten Arten Resistenzversuche angestellt. In Kon- 
zentrationsreihen von verdiinntem und eingeengtem Seewasser wurden die 
Grenzen der Bewegungsfahigkeit und die Lebensgrenzen dieser Organismen 
untersucht. Die Ergebnisse sind bereits an anderer Stelle mitgeteilt 
(H6fler, Url und Diskus 1956). Es zeigte sich, daB diese Flagellaten os- 
motischen und auch Temperaturschwankungen gegeniiber auBerst unemp- 
findlich sind: Amphidinium Héfleri lebte in 0,3- bis 3,0fachem Seewasser, 
Oxyrrhis marina gar von 0,1- bis 3,5fachem Seewasser. (Das zur Einengung 
und Verdiinnung verwendete Standortswasser der Peridinee besaB eine 
Salinitaét von 32,84%.) 

Nach etwa dreiwochiger Kultur im Kaltwasserbecken des Instituts ver- 
schwand das Amphidinium immer mehr und statt dessen trat Oxyrrhis 
marina reichlicher als zuvor auf. Auf Grund seiner hohen Resistenz und 
seines reichlichen Vorkommens empfahl sich dieser Organismus fiir weitere 
Untersuchungen. 

Oxyrrhis marina Duj. (Abb. 
1a, b) ist eine ungepanzerte, 
farblose Peridinee (Senn 1911; 

Hall 1925). Man stellt sie im 

System zu den Gymnodiniales 

und unter diesen in die Familie 

der Pronoctilucaceen. Es sind 

dies Formen mit nur sehr zar- 

ter Hautschicht und fehlendem 

Ocellus. Nach Schiller (1933) 

ist nur eine Art sicher beschrie- 

ben. — Das Furchensystem ist 

bei Oxyrrhis marina schwach 

und iiberdies abweichend aus- 

gebildet. Die Querfurche ist nur 

in Form einer furchenartigen b 
Einbuchtung nahe dem Hinterende 
ausgebildet. Eine breite Aushoéhlung 
auf der Ventralseite des Unterk6r- 
pers gilt als die Langsfurche. Durch 
einen tentakelartigen Lappen wird 
diese Aushohlung in der Mediane unterbrochen. Beiderseits an der Basis 
dieses Lappens entspringen die GeiBeln. Die LangsgeiBel ist stets deutlich 
sichtbar, die zarte QuergeiBel dagegen nicht immer auf den ersten Blick 
erkennbar. Das Plasma von Oxyrrhis marina enthalt keine Chromatophoren. 
Stets findet man in der Zelle Klumpen von Nahrungspartikelchen, bisweilen 
sah ich auch noch die Schalen kleiner Diatomeen im Zellinneren. Vakuolen 
finden sich in verschiedener Anzahl bei den einzelnen Individuen. 


Abb. 1. a Oxyrrhis marina, Ventralansicht 

mit Tentakellappen, an dessen Basis bei- 

derseits die GeiBeln entspringen. b Oxyrrhis 
marina, Dorsalansicht. 





A. Diskus 
Methodik 


Von den zur Verwendung gelangenden Stoffen (Traubenzucker, KNO,, 
Harnstoff, Methylharnstoff, Glycerin und Azetamid) wurden vorerst zwei- 
molare Lésungen in Seewasser vom Standort der Peridinee hergestellt. Die 
erforderlichen Konzentrationen der jeweiligen Stoffe wurden durch Mischen 
entsprechender Mengen dieser Stammlésungen mit dem das Peridineen- 
material enthaltenden Seewasser bereitet. Die Lésungen sind also stets in 
bezug auf die Seewassersalze isotonisch. Die Herstellung der Losungen 
auf die eben beschriebene Art hat gegeniiber dem Durchsaugen von L6- 
sungen durch die Priaparate den Vorteil, da fast keine Zellen verloren- 
gehen und genaue Konzentrationsangaben ermdglicht werden. Die L6- 
sungen wurden in kleinen Réhrchen zusammengemischt und diese zwecks 
Einhaltung einer konstanten Temperatur in flieBendes Leitungswasser 
gestellt. Galt es, die Zellen sofort nach Zusatz der Lésungen zu beobachten, 
so wurden mit einer Mikropipette die entsprechenden Mengen auf einem 
eingeschliffenen Objekttriger zusammengebracht. Die Zeitnehmung bei 
den Permeationsversuchen geschah mit einer Stoppuhr. 


Vorversuche 


Ubertragt man Zellen von Oxyrrhis 
marina in Seewasser, welches durch 
Eindampfen auf das 2,5fache eingeengt 
wurde, so veriindern die Zellen durch 
Schrumpfung ihre urspriingliche Gestalt 
(Abb. 2a). Der Unterk6érper spitzt sich 
zu, die Umrisse der Zellen werden un- 
regelmaBiger. Die im normalen Zustand 
nur andeutungsweise vorhandene Quer- 
furche wird sehr deutlich sichtbar. Die 
lokomotorischen Bewegungen erschei- 
nen nicht beeinfluBt. Noch nach 2 Tagen 
waren solcherart behandelte und ge- 
schrumpfte Zellen lebhaft beweglich. 

Hypotonische Seewasserkonzentra- 
tionen sind fiir Oxyrrhis marina bis 
etwa 0,2fachem Meerwasser unschid- 
lich. Erst in ganz stark hypotonischen 
wasser. Zelle deutlich geschrumpft, der Medien (0,1faches Seewasser oder dest. 
Hinterkérper zugespitzt. bin 1,0 KNO, H,0) platzen die Zellen infolge iiber- 
starke Schrumpfung der Zellen mit maiger Wasseraufnahme, da diese Pro- 
Faltenbildung in der Korperhiille, tisten keine dem nun in der Zelle ent- 
Vorder- und Hinterkérper zugespitzt. stehenden Druck entgegenwirkende 

feste Zellmembran besitzen. Auch fehlt 
ihnen allgemein eine pulsierende Vakuole, welche ja im Meerwasser, wo 
die Zellen sich in einem isotonischen Medium befinden, nicht notwendig 
ist. Ich hatte an einer aus den Salzlacken des Neusiedlersees stammenden 


b 


Abb. 2. a Oxyrrhis marina nach Be- 
handlung mit 2,5fach eingeengtem See- 
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Euglena (E. halophila Schiller) in stark verdiinntem Standortswasser 
ahnliche Erscheinungen beobachtet (vgl. Diskus 1953). Der osmotische 
Wert des Sodatiimpels, in welchem ich diese Euglena fand, entsprach dem 
einer 0,35molaren Traubenzuckerlésung. Bei starker Verdiinnung des 
Standortwassers begannen die Zellen anzuschwellen, wobei im Zellinneren 
zahlreiche groBe Vakuolen entstanden. Verscharft traten diese Vorginge in 
reinem destilliertem Wasser auf. Sicherlich ist es nur der groBeren Festig- 
keit und Elastizitaét des Euglenenperiplasten zuzuschreiben, da diese 
Zellen nicht auch durch Platzen den Hypotonietod erleiden; dazu haben die 
Euglenen die Méglichkeit, mittels ihrer Hauptvakuole eine tibermaBige 
Wasseraufnahme ins Zellinnere in. gewissem Grad zu regulieren. 


Das Verhalten von Oxyrrhis marina in hypertonischen Lésungen 
verschiedener Stoffe 


A. Traubenzucker und KNO, 


Wie schon erwahnt, schrumpfen die Oxyrrhis-Zellen in stark eingeengtem 
Seewasser, ohne ihre freie Schwimmbewegung aufzugeben. Die Volum- 
verminderung und die damit verbundene Gestaltsveranderung der Zellen 
scheint ein rein osmotischer Effekt zu sein. Ich habe diese Erscheinung in 
Traubenzucker und KNO, weiter untersucht. 

In Seewasser geloster Traubenzucker wurde den Peridineen in steigenden 


Konzentrationen geboten. Es ergab sich folgendes Bild: Bei Zusatz von 
0,1 bis 0,7 mol. Traubenzucker verhielt sich Oxyrrhis marina vollig normal. 
Die Zellen behielten ihre urspriingliche Gestalt und schwammen lebhaft 
in den Lésungen umher. In 0,8 mol. ist eine ganz schwache, in 1,0 mol. 
Traubenzucker bereits eine deutliche osmotische Schrumpfung in Richtung 
der Langsachse der Zellen zu beobachten. Die Schwimmbewegung bleibt 
jedoch erhalten. Schon in Seewasser mit 0,7 mol. Trz. werden die Bewegungen 
langsamer ; die Zellen schwimmen trage im Praparat, einige Minuten spiater 
geben sie die lokomotorische Bewegung vollig auf. Vielfach fiihren die Zellen 
noch am Platze drehende und zuckende Bewegungen aus. In solchen Fallen 
bewegt sich die deutlich sichtbare LangsgeiBel wellenfoérmig in regelmaBigem 
Rhythmus. 

Analoge Versuche wurden in KNO,-Reihen angestellt. Die Zellen 
schrumpfen in Seewasser, dem 0,8 KNO, zugesetzt ist, bereits deutlich. 
Abb. 26 zeigt eine Zelle von Oxyrrhis marina, welche nach 15 Minuten Auf- 
enthalt in Seewasser + 1 mol. KNO,-Lésung stark geschrumpft ist. Die 
Querfurche ist sehr deutlich sichtbar. Am Unterkoérper sind durch Schrump- 
fung kleine Falten in der K6rperhiille aufgetreten. Die Zelle schwarmt nicht 
mehr, doch fiihrt die LangsgeiBel noch rhythmisch wellenformige Bewe- 
gungen aus. 

Hypertonische Traubenzucker- und KNO,-Lésungen wirken also ahnlich 
wie eingeengtes Seewasser auf die Zellen. In mafigen Konzentrationen 
bleibt auch hier die lokomotorische Bewegung erhalten. 
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B. Harnstoff 


Es lag nahe, neben Traubenzucker und KNO, den in der Zellphysiologie 
so haufig verwendeten Harnstoff in seiner Wirkung auf die Oxyrrhis-Zellen 
zu priifen. Der folgende Versuch wurde mit einer Lésung, hergestellt durch 
Mischen gleicher Teile 2,0 molaren, in Seewasser gelésten Harnstoffes mit 
dem Peridineenmaterial, angestellt: 

Material in die Lésung eingebracht. 

: Bewegung der Zellen etwas langsamer, Gestalt normal. 

30”: Triage Schwimmbewegung, alles normal. 

30”: Einige wenige Zellen haben die Tendenz, sich abzurunden. 

Schwimmbewegung unverandert. 

Alle Zellen bereits mehr oder minder stark abgerundet, einige ganz 
kugelrund. Lokomotorische Bewegung erloschen. Die Zellen fiihren 
am Platze drehende Bewegungen aus. Die Drehungsrichtung ist 
bei allen Zellen gleich, die Peridinee bewegt sich in der Richtung vom 
Hinterkérper gegen die Bauchseite hin im Kreise (vielleicht weil 
allein die LingsgeiBel funktioniert). 

Viele Zellen bereits vollig abgekugelt, sie fiihren drehende Bewe- 
gungen am Platze aus. Langsames, wellenférmiges Schlagen der 
LangsgeiBel. 

Fast alle Zellen vollig abgekugelt. Sie drehen sich am Platze. Ganz 
wenige sind noch elliptisch mit angedeutetem Hinterkérper. Auch 
diese sind beweglich. 


Der Harnstoff bewirkt also keine Schrumpfung der Zellen, sondern im 
Gegenteil eine Abkugelung bis zur volligen Kugelgestalt. Diese Yormver- 
anderung wird von den Zellen, wie es scheint, ohne Schaden ertragen, Es 
liegt nahe, die Abkugelung der Oxyrrhis-Zellen auf das Eindringen von 
Harnstoffl6sung in die Zellen, vornehmlich wohl in die Vakuolen, zuriick- 
zufiihren. Durch die Permeation des Harnstoffes in die Vakuolen vergréBern 
diese ihr Volumen. Die Zelle nimmt infolge dieser Volumveranderung eine 
mehr oder minder elliptische bis kugelige Zellform an. Dies kann ohne 
Schwierigkeiten geschehen, da Oxyrrhis keine feste Zellmembran_ besitzt 
und auch die Korperhiille dieser Peridinee sehr zart ausgebildet ist. 

Zur Orientierung habe ich Oxyrrhis-Zellen auch in dest. Wasser unter- 
sucht. Hier wirkt der starke hypotonische Schock auf fast alle Zellen téd- 
lich. Das Wasser wird von den Zellen auf erst rasch in die Vakuolen auf- 
genommen, der im Inneren entstehende Druck bringt sie innerhalb weniger 
Sekunden zum Platzen. Es ist bemerkenswert, daB vereinzelte Zellen diese 
Behandlung iiberdauern und in abgekugeltem Zustand bis zu 20 Minuten 
am Leben bleiben. 

Neben Harnstoff wurden noch weitere permeationsfahige Stoffe unter- 
sucht. Vorerst war es jedoch wichtig, ein Maf iiber die relative Geschwin- 
digkeit des Eindringens der verschiedenen Stoffe zu gewinnen, da sich an 
diesem speziellen Objekt mit so vertrauten Begriffen wie Plasmolyse und 
Deplasmolyse naturgemaéB nicht hantieren laBt. Es wurden bestimmte Ver- 
suchsbedingungen festgelegt. 
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Das Eindringen eines Stoffes in das Zellinnere von Oxyrrhis marina wird 
an einer allmahlichen Abkugelung der Zellen ersichtlich (Abb. 3a, 6). Der 
Endzustand ist dabei jeweils die Kugelform (Abb. 3c). Bei der Kleinheit 
und Beweglichkeit des Objektes graduelle Unterschiede in der Zellform 
zwischen normaler und kugeliger Gestalt anzugeben, wire ungenau und 
mehr willkiirlich. Ich habe daher als MaB fiir das Eindringen eines Stoffes 
jene Zeit gewahlt, nach welcher die groBe Mehrzahl aller Zellen (etwa 90%) 
sich vollig abgekugelt hatten. DaB sich einzelne Zellen abweichend ver- 
halten, ist immer wieder zu beobachten (vgl. auch K. u. L. H6fler 1952). 


Abb. 3. a,b Oxyrrhis marina nach Behandlung mit 1,0 Harnstoff. Beginnende Ab- 

kugelung der Zellen. c Zellen kugelig abgerundet, die Ausbuchtung an der Ventral- 

seite des Vorderkérpers (Lingsfurche) noch als leichte Eindellung erhalten. Zelle 
dreht sich am Platze, LangsgeiBel sehr deutlich sichtbar. 


Da die Permeationsgeschwindigkeit ja auch von der Konzentration der 
Lésung abhingt, habe ich alle folgenden Versuche mit Lésungen gleicher 
Molaritat ausgefiihrt. Es erwies sich dabei am giinstigsten, mit Losungen 
zu arbeiten, die 1 mol der Substanz in Seewasser enthalten. So wurden die 
folgenden Versuche mit Glycerin, Methylharnstoff und Azetamid ausgefiihrt. 


C. Glycerin 


Hier ist es méglich, Schrumpfung und Abkugelung der Zellen in zeit- 
licher Reihenfolge hintereinander zu beobachten. Ich méchte einen Ver- 
such genauer wiedergeben. 

Kontrolle: Alle Zellen gesund und lebhaft schwarmend. 
Zellen in die Lésung eingebracht. 
Bei unverandert lebhafter Schwimmbewegung sind die Zellen leicht, 
aber deutlich geschrumpft. 
Alle Zellen beweglich, leicht geschrumpft. 

: Viele Zellen von normaler Gestalt, eine groBe Anzahl jedoch hat sich 
seitlich abgerundet. 

: Fast alle Zellen schon deutlich abgerundet, doch noch nicht kugelrund. 
Der Vorderkorper ist noch als ein stumpfer Vorsprung erkennbar. Be- 
wegung triage, z. T. hiipfend. 

: Alle Zellen véllig abgekugelt. Drehende Bewegung am Platze. 
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Glycerin dringt also bedeutend langsamer in die Oxyrrhis-Zellen ein als 
der Harnstoff, nimlich erst nach durchschnittlich 30—45 Minuten. Einer 
anfiinglichen Schrumpfung der Zellen durch osmotischen Wasserentzug 
folgt eine Abkugelung infolge allmahlichen Eindringens des Glycerins. In 
zahlreichen weiteren gleichartigen Versuchen habe ich diesen auffallenden, 
typischen Versuchsverlauf immer wieder angetroffen. In feuchter Kammer 
hielten sich solche Praparate viele Stunden in lebendem Zustand. Einige 
Zellen nahmen stets die lokomotorische Bewegung wieder auf. 


D. Methylharnstoff 


Er dringt rasch ein und bewirkt innerhalb von 10 Minuten vdllige Ab- 
kugelung fast aller Zellen. Die Bewegungsfiahigkeit bleibt bis zu 2 Stunden 
und auch linger erhalten. Ein kurzer Protokollauszug soll das veranschau- 
lichen : 

Kontrolle: gesund und schwarmend. 


Peridineen in die Lésung eingebracht. 

30”: Wenige Zellen schon ganz abgekugelt, die groBe Mehrzahl zeigt 
elliptischen ZellumriB, der Vorderkérper ist noch angedeutet. 
Fast alle Zellen elliptisch bis eif6rmig abgerundet, Bewegung trige. 
Alles vollig abgekugelt, Bewegung triage, am Platze rotierend. 
Alles lebend, abgekugelt. Wenige Zellen tot (geplatzt). 


EK. Azetamid 


Von allen gepriiften Stoffen dringt es am raschesten in die Zellen ein. 

Kontrolle: Zellen normal beweglich. 

0’: Material in die Losung eingebracht. 

30”: Alle Zellen schwimmen trage im Praparat herum. 

2’ 30”: Fast alle lebenden Zellen abgekugelt, triage rotierende Bewegung. 
Wenige Zellen tot (geplatzt). 
Alles abgekugelt, beweglich. 
Kine Anzahl von Zellen geplatzt. Die lebenden sind kugelrund und 
zum Teil sogar recht lebhaft beweglich. 


Fassen wir die bisherigen Versuchsergebnisse in folgender Tabelle zu- 
sammen: Angegeben wird die Zeit, nach welcher 90% aller Zellen véllig 
abgekugelt waren (arithmetische Mittel aus zehn gleichartigen Versuchen). 





eingeengtes Seewasser (2,5fach) Keine Abkugelung, Schrumpfung! 

Traubenzucker .... . . . | Keine Abkugelung, Schrumpfung! 

KNO, ........ .. ., Keine Abkugelung, Schrumpfung! 

Glycerin... ... .. . . Vorerst Schrumpfung, dann Abkugelung 
nach 32 Minuten 

LO a eo enn , 18 Minuten 

Methylharnstoff....... Rs 8 Minuten 

PORE. co 6 cas Sie es ey 2 Minuten 30 Sekunden, viele 

Zellen platzen. 
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Reversibilitatsversuche 


Trotz der tiefgreifenden Formverainderungen der Oxyrrhis-Zellen in den 
verschiedenen Lésungen bleibt ihnen die Bewegungsfihigkeit erhalten. Es 
kann somit angenommen werden, daB durch die Behandlung der Lebens- 
zustand der Zellen kaum beeintrachtigt wird, denn bei vielen unserer SiiB- 
wasser-Peridineen erlahmt die lokomotorische Bewegung schon bei geringen 
Milieuverinderungen. So war zu untersuchen, inwieweit die Schrumpfung 
bzw. Abkugelung der Zellen durch Ubertragen in normales Milieu (See- 
wasser) reversibel ist. 

Methodisch wurde dabei so vorgegangen, daB die Réhrchen mit den in 
den Lésungen liegenden Peridineen in Zeitabstiinden von 30 Minuten mit 
Standortswasser auf das 2-, 4,- 8-, 16- und 32fache aufgefiillt wurden. Die 
Molaritaét der urspriinglich 1,0 molaren Lésung nimmt dadurch im selben 
MaBe ab und betragt nach der letzten Auffiillung nur mehr 0,03 Mol. 
Kontrollversuche ergaben, da bei direktem Eintragen in derart verdiinnte 
Lésungen keinerlei Beeinflussung der Zellen durch diese geringen Stoff- 
mengen wahrnehmbar ist. 

Die in eingeengtem Seewasser, in Traubenzucker und in KNO, ge- 
schrumpften Zellen erlangen nach Auffillung der Proben mit Standorts- 
wasser nach laingstens 30 Minuten wieder ihre normale Gestalt. Es ist dabei 
gleichgiiltig, ob das Auffiillen der Proben, wie oben beschrieben, allmahlich 
erfolgt oder ob man die Lésungen plétzlich mit etwa der 30fachen Menge 
Standortswasser verdiinnt. 

Anders liegen die Verhaltnisse bei den infolge von Stoffaufnahme abge- 
kugelten Ozyrrhis-Zellen. Plotzliches Auffillen solcher Proben mit 
Standortswasser wirkte in allen Fallen tddlich. Viele Zellen platzen, die 
iibrigen werden sogleich unbeweglich, um kurze Zeit darauf ebenfalls ab- 
zusterben. Eine Uberfiihrung in normales Milieu kann nur durch allmah- 
liche Verdiinnung, d. i. durch allmahliches AufgieBen von Seewasser erfolgen. 
Es gelingt auf solche Art, die abgekugelten Zellen am Leben zu erhalten. 
Sie nehmen nach ein bis eineinhalb Stunden wieder langliche Gestalt an, der 
Unterkérper wird als stumpfes Horn wieder ausgebildet. Riickkehr zu 
vollig normalen Zellumrissen konnte ich jedoch nicht beobachten, auch wenn 
die Peridineen 4 Tage in den aufgefiillten Lésungen verblieben und beob- 
achtet wurden. Die in Harnstoff, Methylharnstoff, Glycerin und Azetamid 
eingetretene Abkugelung von Oxyrrhis marina erscheint demnach annahernd, 
aber nicht vollig reversibel zu sein. 


Zusammenfassung und Besprechung 


Oxyrrhis marina ist osmotisch wirksamen Lésungen gegeniiber sehr un- 
empfindlich. In stark eingeengtem Seewasser (2,5fach), in 1,0 molaren 
Traubenzucker- und KNO,-Lésungen in Seewasser schwimmen die Zellen 
bei gleichzeitiger Schrumpfung des Zellk6rpers unverandert weiter. Glycerin, 
Harnstoff, Methylharnstoff und Azetamid, in 1,0 molaren Mengen dem 
Seewasser zugesetzt, fiihren zu Abkugelung der Zellen bei unveranderter 
Bewegungsfaihigkeit. Isomolare Losungen verschiedener Stoffe kénnen also 
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die Oxyrrhis-Zellen zu Schrumpfung des Zellk6rpers oder zur Annahme einer 
kugeligen Gestalt veranlassen. Glycerin vermag beides zugleich: Auf eine 
anfiingliche Volumverminderung infolge Schrumpfung tritt im weiteren 
Verlauf des Versuches eine Abkugelung der Zellen ein. 

Die Verschmilerung der Zellen und das Auftreten von Falten in der 
Korperhiille dieser Gymnodiniale ist auf die wasserentziehende Wirkung des 
eingeengten Seewassers, der Traubenzucker- und KNO,-Lésungen zuriick- 
zufiihren, wahrscheinlich sind die im Zellinneren gelegenen, fliissigkeits- 
erfiillten Vakuolen dabei vornehmlich fiir die osmotischen Vorgainge mab- 
gebend, doch wird wohl auch dem Plasma selbst Wasser entzogen. 

Die Abkugelung der Zellen in Harnstoff, Methylharnstoff, Glycerin und 
Azetamid ist auf das Eindringen dieser Stoffe in die Zellen zuriickzufiihren. 
Die Vakuolenfliissigkeit von Oxyrrhis marina diirfte in ihrem osmotischen 
Wert dem des Meerwassers entsprechen. Ware er hoher, wiirden die Zellen 
anschwellen und platzen (wie die Versuche in Aqua dest. zeigen), da eine dem 
im Zellinneren entstehenden Druck entgegenwirkende, feste und elastische 
Membran diesen Protisten fehlt. 

Bringt man Oxyrrhis in 1,0 molare Harnstofflosung, so wird dem Zell- 
kérper Wasser entzogen. Dieser Wasserverlust, der zum Schrumpfen der 
Zellen fiihren wiirde, wird aber durch das gleichzeitige Eindringen des 
Harnstoffes in die Zellen kompensiert. In Glycerin, welches sehr langsam 
eindringt, bewirkt der anfangliche Wasserentzug noch leichtes Schrumpfen, 
das Eindringen des Glycerins wird erst an der spaiteren Abkugelung er- 
sichtlich. 

Im Endzustand folgt dem durch die erhéhte Fliissigkeitsaufnahme ver- 
gréBerten Vakuolenvolumen die zarte K6rperhiille von Oxyrrhis durch die 
Annahme der Kugelform. 

Die Abkugelung ertragen die Zellen jedoch nur, wenn sie mit relativ lang- 
sam permeierenden Stoffen behandelt wurden. Die Korperhiille der Peri- 
dinee kann dem Druck im Zellinneren nur standhalten, wenn dieser langsam 
und stetig ansteigt. Einer plétzlichen Beanspruchung ist der Periplast nicht 
gewachsen. So dringt z. B. Azetamid schon so rasch ein, daf viele Zellen 
dadurch platzen: ein analoger Fall zur Plasmoptyse von Algenzellen 
(Holdheide 1930, Zehetner 1934). Auch dort dringen Stoffe wie Alkohol 
rascher in die Zelle ein, als das entsprechende Volumen Wasser austreten 
kann, wodurch die Zelle aufreiBt. 

Auch die iibrigen beschriebenen Erscheinungen an Oxyrrhis lassen sich 
mit denen an hdheren Pflanzen vergleichen. Das Schrumpfen in 2,5 See- 
wasser, in 1,0 Traubenzucker und KNO, entsprache der Plasmolyse 
typischer Pflanzenzellen, das allmahliche Abkugeln der Zellen in Glycerin 
nach vorhergehender Schrumpfung der Deplasmolyse und dem Turgeszent- 
werden. Ohne Vorbehalt kann man wohl den Ausdruck Plasmoptyse auch bei 
diesen Organismen gebrauchen, denn es ist gleichgiiltig, ob eine feste 
Zellulosemembran oder eine zarte Plasmahaut infolge zu hohen Druckes 
im Zellinneren platzt. 

Die Zeit vom Einlegen der Zellen in die Lésungen bis zu der Abkugelung 
nimmt bei den vier untersuchten Stoffen ab in der Reihenfolge Glycerin, 
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Harnstoff, Methylharnstoff, Azetamid. Das bedeutet, da8 Azetamid am 
raschesten, Methylharnstoff und Harnstoff langsamer und Glycerin sehr 
langsam durch das Plasma dringt. Dies wiirde einem nach Hofmeister 
(1935) und Elo (1937) bei sehr vielen niederen Pflanzen iiblichen Permea- 
tionstyp entsprechen. 

Die nur teilweise Wiederherstellung der alten Zellgestalt bei Ubertragung 
in Standortswasser ist wahrscheinlich die Folge einer nicht nekrotischen, 
aber doch den Zustand des Plasmas alterierenden Wirkung dieser Sub- 
stanzen. 
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I. Einleitung 


Das Problem, ob die Farbstoffaufnahme durch die lebende Pflanzenzelle 
an die Lebenstitigkeit der Zelle gebunden ist, hat bereits Pfeffer (1886) 
in seiner grundlegenden Studie tiber die Aufnahme von Anilinfarben be- 
schaftigt. Fiir die von ihm in dieser Hinsicht besonders untersuchten basi- 
schen Farbstoffe Methylenblau und Methylviolett kommt er zu folgender 
SchluBfolgerung (S. 328): ,,Aufnahme und Speicherung der Anilinfarben 
ist nicht an die Lebenstitigkeit gekettet. Speicherung tritt demgemaB 
auch ein, wenn durch Entziehung des Sauerstoffs, durch Chloroformieren, 
durch Aufenthalt bei 0° oder 42° C die normalen vitalen Funktionen par- 
tiell sistiert sind.“ 

Demgegeniiber unterscheidet Overton (1899, 1900) zwischen passiver 
und aktiver Stoffaufnahme. Die letzte, die er als ,,adenoide Tatigkeit® der 
Zelle bezeichnet, kann durch Sauerstoffentzug und Narkotisierung ver- 
hindert werden. Fir eine atmungsabhangige, mit Energieaufwand ver- 
bundene Stoffaufnahme tritt auch Hober (1926) ein. Er pragt fiir diesen 
Vorgang den Begriff ,,physiologische Permeabilitat‘‘ zur Unterscheidung 
von der passiven ,,physikalischen Permeabilitat‘‘. Die Moéglichkeit einer 
Unterbindung der Speicherung lipoidunléslicher Sulfosdurefarbstoffe durch 
Narkose, ferner die bei der Vitalfarbung zu beobachtende Farbstoffanhau- 
fung im Zellsaft weit iiber die Konzentration der AuBenlésung sowie die 
meist fehlende Exosmose der einmal aufgenommenen Saiurefarbstoffe 
sprechen nach Hober fiir den vitalen Charakter der Farbstoffaufnahme. 
Die Zelle muB ein Regulationssystem zum Stoffimport und -export besitzen. 


* Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zu seinem 70. Geburtstag gewidmet. 
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Im AnschluB an Overton hat sich besonders Collander (1921, 1937, 
1942) fiir eine aktive Aufnahme der Sulfosiurefarbstoffe im Sinne der adenoi- 
den Tatigkeit eingesetzt. Er betrachtet diese als einen energetischen ProzeB, 
der mit einer atmungsabhangigen Arbeitsleistung der Zellen verbunden ist. 
Vor allem in stoffwechselphysiologischer Hinsicht aktive Zellen weisen ein 
Speicherungsvermogen fiir Sulfosiurefarbstoffe auf, so jugendliche Zellen, 
Blumenblattzellen und Leitbiindelparenchymzellen. Ein Sauerstoffentzug 
hemmt die Farbstoffaufnahme dieser Zellen. ,,Es scheint somit sicher er- 
wiesen, daB der Sauerstoffentzug tatsichlich eben die Aufnahme der Sulfo- 
sdurefarbstoffe seitens der sonst farbstoffaufnehmenden Zellen verhindert.“ 
(Collander und Holmstrém 1937, S. 133.) 

Drawert (1941) gibt den Befunden Collanders eine andere Deutung 
und kommt dadurch zu einer anderen Definition des Begriffes ,,adenoide 
Tatigkeit“. Er versteht darunter nicht einen energetischen ProzeB wie 
Collander, ,,sondern einen chemischen ProzeB, d.h. nicht die bei der 
Atmung frei werdende Energie gibt den Ausschlag, sondern die im Stoff- 
wechselvorgang bestimmter Zellgruppen entstehenden Zwischen-, Neben- 
oder auch Endprodukte sind maBgebend“ (S. 59). 

Vor allem im Zusammenhang mit den Vorstellungen von Lundegardh, 
Robertson, Arisz u. a. iiber die lonenaufnahme schien es lohnend, den 
Fragen nachzugehen, ob tatsachlich ein grundlegender Unterschied in der 
Aufnahme und Speicherung von sauren und basischen Farbstoffen besteht 
und wieweit diese Unterschiede mit dem Dissoziationsgrad der Farbstoffe 
gekoppelt sind. Die schwach dissoziierten sauren Farbstoffe scheinen sich 
in vielen Punkten genau so wie die basischen Farbstoffe zu verhalten. In 


der vorliegenden Mitteilung werden zunichst die experimentellen Befunde 
mit stirker dissoziierten Sulfosiurefarbstoffen und schwiacher dissoziierten 
basischen Farbstoffen dargestellt. Das Verhalten schwacher dissoziierter 
saurer und stirker dissoziierter basischer Farbstoffe sowie die theoretischen 
Folgerungen sollen in einer spaiteren Mitteilung folgen. 


II. Methodik 


Als Versuchsobjekte dienten die Epidermiszellen der Zwiebelschuppen von Allium 
cepa sowie die weiBen Blumenbliatter der in Tab. 1 zusammengefaBten Arten. Die 
Oberepidermiszellen von Allium wurden in der iiblichen Weise abgezogen (vgl. 
Strugger 1949) und die Unterepidermiszellen durch Oberflachenschnitte vom Meso- 
phyll getrennt. Die Blumenblatter wurden mit der Schere in kleine Stiicke zerteilt 
und anschlieBend mit Hilfe der Vakuummethode nach Keller und Gicklhorn (1928) 
mit den Farbstofflésungen infiltriert. 

Die basischen Farbstoffe Neutralrot und Nilblau (beide von Griibler, Berlin-West) 
kamen in den Konzentrationen 0,0001 bis 0,01% und die sulfosauren Farbstoffe 
Prontosil, Ponceau PR, Bordeauxrot und Brillantsulfoflavin FF in 0,1° igen Lésungen 
in dest. Wasser zur Anwendung. Die Prontosill6sungen wurden durch Verdiinnen 
einer 5% igen Lésung von Prontosil solubile ,,Bayer“‘ in Aq. dest. steril. hergestellt. 
5 em’ der Stammldésung enthielten noch ~ 0,02 g NaCl. Ponceau PR stammte von 
Gribler, Stuttgart-Untertiirkheim, Bordeauxrot von Merck und Brillantsulfoflavin 
FF von den Farbwerken Hoechst. 
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Fiir die Priifung des Sauerstoffeinflusses auf die Farbung wurde jeweils PreBluft, 
Sauerstoff oder Stickstoff aus Stahlflaschen unter Zwischenschaltung einer Wasch- 
flasche mit reinem Wasser oder einer alkalischen Pyrogallollésung beim Stickstoff 
durch mehrere hintereinandergeschaltete FiarbegefiBe durchgeleitet. Vor Ubertragung 
der vorher mit der entsprechenden Farblésung infiltrierten Blumenblattstiicke in die 
FarbegefiBe standen diese bereits 5 Minuten unter Gasdurchleitung. 

Zur besseren Beurteilung der Farbstoffspeicherung bei den Blumenblattern wurden 
diese zur mikroskopischen Beobachtung mit 1 mol. Glucose plasmolysiert. 

Zur Priifung des Einflusses einer Objektbewegung auf die Farbstoffaufnahme diente 
eine Schiittelmaschine oder der Vibrationsriihrer nach H. J. Kiister (1954). 

Als Atmungsgifte kamen KCN, Monojodacetat, Natriumazid, Dinitrophenol und 
Urethane zur Anwendung. 


Ill. Der Einflu8B von PreBluft, Sauerstoff und Stickstoff 
auf die Anfairbung 


a) Versuche mit Prontosil 


Prontosil wird nach den Angaben von Bauch (1949), Drawert (1950) 
und E. Kiister (1952) von bestimmten Zellsorten nach lingerer Farbstoff- 
einwirkung im Zellsaft gespeichert. In den Epidermiszellen der Blatter von 
Fagus silvatica fairbt der Farbstoff nur kleine Vakuolen im Plasmaschlauch, 
die Zentralvakuole bleibt farblos (Drawert und Thielke 1951). 

In den eigenen Untersuchungen nahmen die Ober- und Unterepidermis- 
zellen der Schuppenblatter von Allium cepa selbst nach einem Aufenthalt 
bis zu 96 Stunden in der Farbstofflésung kein Prontosil in nachweisbaren 
Mengen auf. In den weiBen Blumenblattern verbreitete sich der Farbstoff 
vor allem lings der Leitbiindel. Nach 15- bis 24stiindigem Aufenthalt in der 
nicht weiter behandelten Farbstofflésung wiesen im allgemeinen die Paren- 
chymzellen der Leitbiindelscheide eine rote Vakuolenfairbung auf. Von den 
Leitbiindeln breitete sich der Farbstoff z.T. auch auf die Mesophyll- und 
die Epidermiszellen aus. Die Mesophyllzellen zeigten dann eine meist 
nur schwach rote und die Epidermiszellen eine blaBrosa, hiufig aber auch 
orangegelbe Zellsaftfairbung. Entsprechend den Befunden von Ruhland 
(1912) und Drawert (1941, 1950) mit anderen Sulfosiurefarbstoffen spei- 
cherten die Blumenblatter von Primulaceen das Prontosil in kleinen, im 
Plasmaschlauch befindlichen Vakuolen mit einem rotgelben Farbton. Bei 
Primula obconica farbten sich auBerdem die Driisenhaare, besonders die 
sezernierende Zelle, und bei T'ulipa kam es zu einer auffalligen Farbung der 
SchlieBzellen in den Perigonblattern. Im einzelnen sind die Speicherorte 
der Tab. 1 zu entnehmen. 

Nach diesen Vorversuchen wurden besonders geeignete Objekte ausge- 
wahlt, und die Farbungen in Farblésungen ausgefiihrt, durch die ein stin- 
diger Gasstrom von Prefluft, Sauerstoff oder Stickstoff perlte. Daneben 
wurden immer Kontrollen in Farblésungen ohne Gasdurchleitung durch- 
gefihrt. 

Die Gasdurchleitungen anderten den pH-Wert der Lésungen. Die 
0,1%ige Prontosillésung in dest. Wasser hatte pH 6,0—6,4. Die Durch- 
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leitung von PreBluft fiihrte zu einem Absinken des pH-Wertes auf 5,7, bei 
Sauerstoff fiel er sogar auf 5,1, wahrend er sich bei Stickstoff um pH 6 
hielt. Diese pH-Anderungen konnten aber vernachlassigt werden, da nach 
Drawert (1941) im pH-Bereich 5—6 kaum eine nennenswerte Beeinflus- 
sung in der Aufnahme von Sulfosaiurefarbstoffen durch Blumenblitter auf- 
treten diirfte. 


Tab. 1. Speicherorte von Prontosil in weiben Blumenblittern nach Infiltration mit Farb- 

stofflisung 1: 1000 in dest. Wasser und 15—24 Stunden Aufenthalt in der Lésung. 

Die Abkiirzungen bedeuten: L = Parenchymzellen der Leitbiindelscheide, M = Meso- 
phyll, Ep = Epidermis, Pl = Plasmavakuolen der Epidermis. 





Art Speicherungsort Stunden 





Arabis spec. 

Azalea indica . 

Begonia spec. . ; 
Begonia Feredluiialtiane ; 
Bellis perennis ; 
Campanula medium . 
Capsicum fastigiatum ; 
Chrysanthemum leucanthemum 
Chrysanthemum maximum 
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Die mit Blumenblattern verschiedener Pflanzenarten erhaltenen Ergeb- 
nisse sind in Tab. 2 wiedergegeben. 


Tab. 2. Speicherung von Prontosil in Blumenblatizellen nach 15—20 Stunden Farb- 
stoffeinwirkung in Abhdngigkeit von der Sauerstoffspannung. 
Es bedeuten: — = keine, + = schwache, ++ = maBige, +++ = intensive, 
+-+-+-+ = sehr intensive Speicherung. 





Speicherungsintensitat 


lohne it bei Durchleitung von 








leitung | PreBluft | Sauerstoff | Stickstoff 





Azalea indica . . 
Begonia Verschaffeltiana | 
Campanula medium . . Q 





Capsicum fastigiatum . 
Cyclamen persicum hort. 
Galanthus nivalis 
Hyacinthus orientalis. . 
Lychnis coronaria . 
Nicotiana tabacum, Blitenr hre | 
Primula acaulis . 
Primula obconica : : 
Solanum jasminoides. . . . . | ++- 
Thea japonica. ...... «| a | 
Die erhaltenen Ergebnisse kénnen wie folgt zusammengefaBt werden: 
1. Langfristiger Sauerstoffentzug, wie Ersatz der Luft 
durch eine Stickstoffatmosphire, fiihrte bei allen untersuch- 
ten Objekten zu einer vélligen Hemmung der Speicherung 
des Prontosils. 


2. Zufuhr von reinem Sauerstoff bewirkte, verglichen mit der Kontrolle, 
keine Erhéhung der Farbstoffspeicherung. In den meisten Fallen trat in den 
PreBluftversuchen eine starkere Speicherung des Prontosils auf als bei der 
Durchleitung von reinem Sauerstoff. 

Die mit Prontosil erzielten Ergebnisse wurden auch mit den Vushutilien 
Ponceau PR, Bordeauxrot und Brillantsulfoflavin FF an den Blumen- 
blattern von Matricaria chamomilla erhalten. Nur bei Brillantsulfoflavin 
konnten besonders im Blaulicht in den Parenchymzellen lings der Leit- 
biindel auch in den Versuchen mit Stickstoff gelbe Kristalle beobachtet 
werden (vgl. 8. 177), allerdings in bedeutend geringerer Zahl als in den 
Kontroll- und den PreBluftversuchen. 


b) Versuche mit Neutralrot und Nilblau 


Die Vitalfarbung mit basischen Farbstoffen ist in viel hGherem Mafe als 
die mit sulfosauren von AuBenfaktoren, wie Elektrolyte, Alkaloide, 
cH u. a., abhingig, so daB hier fiir vergleichende Versuche auf weit- 
gehende Konstanz der AuBenbedingungen geachtet werden mu8. Beson- 
ders der pH-Wert der AuBenlésung kann ausschlaggebenden Einflu8 auf 
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die Farbstoffverteilung in der Zelle haben. Da in vorliegenden Versuchen 
nicht mit gepufferten Lésungen gearbeitet werden sollte, weil bei langerer 
Versuchsdauer auch die Puffersubstanzen in die Zelle eindringen kénnen, 
interessierten die pH-Werte der wisserigen Lésungen, die von der Farbstoff- 
konzentration abhingig sind. Tab. 3 gibt die mit der Glaselektrode ge- 
messenen pH-Werte der Lésungen von Neutralrot und Nilblau wieder. 


Tab. 3. Die Verdnderung der pH-Werte wasseriger Farbstoff- 
lésungen bei einer Verdiinnung mit dest. Wasser (pH 5,15). 





Konzentration 


in % Neutralrot Nilblau 








0,1 3,30 3,90 
0,01 4,35 4,85 
0,001 5,15 5,13 
0,0001 5,50 5,25 


Aus Vorversuchen konnte geschlossen werden, daB eine 0,001 %ige 
Lésung in destilliertem Wasser fiir die Farbungen am giinstigsten war. 

Bei der Beschreibung der Prontosilversuche wurde bereits darauf hinge- 
wiesen, daB eine Gasdurchleitung eine Verschiebung des pH-Wertes der 
Farbstofflésung bedingt. In den Versuchen mit basischen Farbstoffen 
konnte sich diese pH-Anderung schon staérker bemerkbar machen, so dab 
deren Kenntnis von Interesse war. Im Gegensatz zum Prontosil trat bei 
den basischen Farbstoffen eine Entsaiuerung auf, die am stirksten beim 
Stickstoff sich bemerkbar machte. 0,001°%ige Nilblaulésungen stiegen nach 
langerer Gasdurchleitung bei PreBluft auf pH 6,8, bei Sauerstoff auf pH 
6,9 und bei Stickstoff auf pH 7,6. Fir Neutralrot waren die entsprechenden 
Werte pH 6,1, 6,2 und 6,4. 

Nach 30 Minuten Farbedauer war in den Alliwm-Epidermen die in 
Tab. 4 wiedergegebene Farbstoffspeicherung zu beobachten. 


Tab. 4. Speicherung von Neutralrot und Nilblau in den Vakuolen der Ober- (OE) und 
Unterepidermiszellen (UE) der Schuppenblitter von Allium cepa in Abhédngigkeit von 
der Sauerstoffspannung nach 30 Minuten Farbstoffeinwirkung. 

Kolonne A gibt die Intensitat der Mittelfeldzellen an, Kolonne B die der Wundrand- 
zellen. Bedeutung der Kreuze vgl. Tab. 2. 





| Speicherungsintensitat 


Farbstoff und ohne | ee 
Objekt Durchleitung | PreBluft 


bei Durchleitung von 





Sauerstoff Stickstoff 


| A B 


| 





Neutralrot, OE . — 
Fe UE . 
Nilblau, OE 
me UE 
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WeiBe Blumenblitter zeigten die aus Tab. 5 zu entnehmenden Ergeb- 
nisse. 


Tab. 5. Speicherung von Nilblau in den Vakuolen der Epidermiszellen weiBer Blumen- 
blitter in Abhdngigkeit von der Sauerstoffspannung nach 30 bis 45 Minuten Farbstoff- 
einwirkung. 

Intensitatsangaben beziehen sich nur auf die Zellreihen in Schnittrandnihe, da die 
Farbung nach der Mitte zu stark abnimmt. 





Speicherungsintensitat 


ohne bei Durchleitung von 
Durch- | a l 
leitung | PreBluft Sauerstoff | Stickstoff 








Azalea indica Bie ane oes 
Begonia Verschaffeltiana .. . ++ 
Corydales cava Sep oS aear 
Galanthus nivalis oe es eo 
Hyacinthus orientalis ees sca: 
Primula obconica 

Thea japonica... . 

Vicia faba 


Aus den Tab. 4 und 5 geht hervor, daB sowohl die Allium- wie die Blu- 
menblattepidermen bei den untersuchten basischen Farbstoffen zum Unter- 
schied vom Prontosil keine Abhangigkeit der Speicherungsintensi- 
tat von der Sauerstoffspannung zeigten. Auffallig ist aber der 
deutliche Unterschied in der Speicherungsintensitat der Objekte, die mit und 
die ohne Gasdurchleitung gefairbt worden waren. 


IV. Der Einflu8 der Objektbewegung auf die Anfarbung 


Durch die Gasdurchleitung befanden sich die Objekte in den Farbstoff- 
lésungen in dauernder Bewegung, so daB es naheliegend war, den mit den 
basischen Farbstoffen erzielten Unterschied in der Farbungsintensitét auf 
diese Bewegung zuriickzufiihren. Bei der sehr hohen Speicherungsfihigkeit 
der Zellen fiir basische Farbstoffe muB es in der Lésung in der Nahe der 
Objekte zu einer raschen Abnahme der Farbstoffkonzentration kommen und 
dementsprechend zu einer Herabsetzung der Farbstoffaufnahme. Bleiben 
Lésung und Objekte in Bewegung, wird der entstehende Konzentrations- 
abfall in der Objektnaihe immer wieder ausgeglichen, so daB die Farbstoff- 
aufnahme ungehindert weiter ablaufen kann, was naturgema$ zu einer 
schnelleren Anfarbung fiihren muB. 

Diese Vermutung lieB sich bestiatigen durch Farbeversuche auf der Schiit- 
telmaschine oder durch Riihren der Farbstofflésungen wihrend des 
Versuches mit dem Vibrationsriihrer nach H. J. Kiister (1954). In beiden 
Versuchsanordnungen wurden sowohl mit Neutralrot wie mit Nilblau und 
Zwiebelepidermen bzw. Blumenblattstiicken von Galanthus nivalis die 
gleiche Farbungsintensitat erzielt wie in den Parallelversuchen mit PreBluft- 
durchleitung. 
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Bei dem sauren Farbstoff Prontosil, dessen Speicherung durch Blumen- 
blatter ja bedeutend langsamer erfolgt als die der untersuchten basischen 
Farbstoffe, hatte die Bewegung der Farblésung und der darin befindlichen 
Objekte keinen Einflu8 auf die Farbungsintensitat nach einer Farbungszeit 
von 15—24 Stunden. Stehende und bewegte Objekte zeigten den gleichen 
Farbungsgrad, wahrend die Zellen aus parallel laufenden Versuchen mit 
PreBluftdurchleitung bedeutend intensiver gefirbt waren. Zum Unter- 
schied von den basischen Farbstoffen kann beim Prontosil das giinstige 
Farbeergebnis bei PreBluftdurchleitung nicht auf die Bewegung der Objekte 
und der Farbstofflosung zuriickgefiihrt werden, sondern muf auf der besse- 
ren Sauerstoffversorgung beruhen. 


V. Der Einflu8 von Atmungsgiften auf die Anfarbung 


Aus den Entliiftungsversuchen geht deutlich hervor, daB die Aufnahme 
des Sulfosiurefarbstoffes Prontosil von der Sauerstoffspannung abhangig 
ist. Es war deshalb von Interesse zu priifen, ob auch Stoffwechselgifte die 
Aufnahme sulfosaurer Farbstoffe hemmen und die Speicherung basischer 
Farbstoffe nicht beeinflussen. Diese Versuche wurden mit den Farbstoffen 
Ponceau PR und Bordeauxrot durchgefiihrt. Um noch sehr geringe Mengen 
in der Zelle erkennen zu k6nnen, wurde ferner das stark fluoreszierende 
Brillantsulfoflavin FF (Perner 1950a, b) mit herangezogen. Als Versuchs- 
objekte dienten neben den Epidermen der Schuppenblatter von Alliwm cepa 
vor allem die weiBen Blumenblatter von Matricaria chamomilla und Chry- 
santhemum leucanthemum. 


a) Versuche mit sauren Farb- 
stoffen 


Die mit Farbstofflésungen 1 : 1000 
in destilliertem Wasser infiltrierten 
Blumenblattstiicke zeigten nach 
12—15 Stunden Farbstoffeinwirkung 
folgende Farbungsbilder. Bei Pon- 
ceau PR waren besonders die Par- 
enchymzellen lings der Leitbiindel 
durch eine intensive rote Vakuolen- 
firbung ausgezeichnet, auBerdem Abb. 1. Ganzes Blumenblattstiick von 
wiesen auch die Epidermiszellen Chrysanthemum leucanthemum nach Vital- 
beider Blattseiten eine sehr gute Seng as See ee 
Vakuolenfairbung auf. Im Blaulicht ql at ee 
wes thee. ee Sees Zellsaft, die im polarisierten Licht eine 
cebaitieainn ‘tehaiaitinte is Wee Doppelbrechung zeigen. Die Kristalle in 


der tiefer liegenden Oberepidermis sind als 
Mit Bordeauxrot wurde dasselbe unscharfe helle Flecken zu erkennen. Auf- 


Farbungsbild erhalten, nur war nahme im polarisierten Licht. 

im Blaulicht die rote Zellsaft- 

fluoreszenz bedeutend schwicher. Eine sehr gute gelbe Vakuolenfarbung 

mit intensiver griingelber Fluoreszenz zeigten sowohl die Mesophyll- wie 

die Epidermiszellen in Lésungen von Brillantsulfoflavin FF. Die Epidermis- 
Protoplasma, Band XLVI/1—4 12 
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zellen und besonders die Parenchymzellen lings der Leitbiindel fiihrten 
im Zellsaft spindelférmige und auch lange nadelférmige gelbe Kristalle, 
die im Blaulicht sehr intensiv gelb fluoreszierten. Die Kristallnatur konnte 
durch das Auftreten einer Doppelbrechung im polarisierten Licht nach- 
gewiesen werden (Abb. 1). Eine kristalline Ausfallung von Sulfosiiure- 
farbstoffen ist unseres Wissens bisher in Pflanzenzellen noch nicht beob- 
achtet worden. 

Die Stoffwechselgifte 10~* und 10~* mol., den Farbstofflésungen zuge- 
setzt, fiihrten im einzelnen zu folgenden Ergebnissen. Die Farbstoffkon- 
zentration in diesen Versuchsreihen betrug 1:5000, das Fiarbungsbild 
wurde nach 10—15 Stunden Farbedauer beurteilt. 


KCN: 10~* mol. hatte keinen erkennbaren EinfluB auf die Farbstoff- 
speicherung. Bei 10~* mol. zeigten die Epidermiszellen eine deutlich schwi- 
chere Farbungsintensitaét als die Kontrolle. Die Parenchymzellen lings 
der Leitbiindel waren dagegen genau so intensiv gefarbt wie die Kontrolle. 


Monojodacetat: In 10-4 mol. war in einigen Versuchsreihen eine 
ganz geringfiigige Hemmung zu beobachten. Andere Versuchsreihen zeigten 
aber auch keine wahrnehmbare Beeinflussung. 10~* mol. wirkte dagegen 
bedeutend stiirker hemmend als KCN in derselben Konzentration. Aber 
auch hier waren die Parenchymzellen lings der Leitbiindel noch recht 
intensiv gefirbt. 


Dinitrophenol: 10~* mol. hatte keinen nennenswerten Einflu8 auf 
die Farbstoffspeicherung. 10~—* mol. war bereits so giftig, daB die Zellen 
zum groBen Teil abstarben, ehe eine Farbung auftrat. Aber auch die iiber- 
lebenden Zellen zeigten nach einer Zeit, nach der in 10~—+* mol. bereits eine 
deutliche Zellsaftfarbung zu erkennen war, noch nicht die geringste An- 
deutung einer Farbstoffspeicherung, auch nicht mit Brillantsulfoflavin FF 
im Fluoreszenzmikroskop. 


Natriumazid: Hier war bereits in 10~+* mol. eine starke Hemmung der 
Farbstoffspeicherung zu bemerken. In 10~—* mol. blieben die Blumenblatt- 
stiicke i. a. véllig farblos. Nur in der Parenchymscheide der Leitbiindel 
waren in manchen Versuchsreihen einzelne Zellen mit schwacher Vakuolen- 
firbung zu erkennen. 

In den 10~* mol. Lésungen war in den Versuchsreihen mit einer Farb- 
stoffkonzentration von 1:5000 eigentlich nur beim Natriumazid immer 
eine deutliche Hemmung zu beobachten. Daf aber auch die anderen Gifte 
in dieser Konzentration eine — wenn auch nur geringe — Hemmung aus- 
iibten, ging aus Versuchsreihen mit Brillantsulfoflavin FF in einer Konzen- 
tration von 1: 100.000 hervor. Bei dieser Farbstoffkonzentration war nach 
~ 15 Stunden nur fluoreszenzmikroskopisch im Blaulicht eine Speicherung 
festzustellen. Bei allen gepriiften Giften war die Fluoreszenzintensitat 
aber deutlich geringer als in den Kontrollen. 


Von den untersuchten Urethanen wirkten Methylurethan erst ab 0,3 mol., 
Athylurethan ab 0,2 mol. und Propylurethan ab 0,1 mol. deutlich hemmend. 
Butylurethan erwies sich fiir die Blumenblattzellen als zu giftig, um damit 
einwandfreie Ergebnisse zu erhalten. 
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Nach Perner (1950a) kann man auch in den Oberepidermen der Schup- 
penblatter von Allium cepa eine Speicherung von Brillantsulfoflavin FF im 
Zellsaft fluoreszenzmikroskopisch nachweisen. Diese Befunde konnten be- 
statigt werden. AuBerdem speicherten auch die Mesophylizellen diesen Farb- 
stoff in den Vakuolen; in den Zellen der Unterepidermis lieB sich dagegen 
keine Speicherung nachweisen. Ein Zusatz von 10—* oder 10—* mol. Mono- 
jodacetat, Natriumazid oder Dinitrophenol hemmte bei den Oberepidermen 
von Allium die Speicherung des Brillantsulfoflavins véllig. In 10—* mol. 
und selbst noch in 10—% mol. KCN war dagegen eine Fluoreszenz des Zellsaftes, 
wenn auch bedeutend schwicher als in den Kontrollen, zu erkennen. 

Fiir Ponceau PR und Bordeauxrot lieB sich auch in den Kontrollen selbst 
fluoreszenzmikroskopisch keine Speicherung in den Epidermiszellen der 
Schuppenblatter von Allium cepa nachweisen. 


b) Versuche mit Nilblau und Neutralrot 


Die Stoffwechselgiftversuche wurden auch mit den basischen Farbstoffen 
Nilblau und Neutralrot durchgefiihrt. Da die basischen Farbstoffe sehr 
rasch und intensiv gespeichert werden, kamen sie in starkerer Verdiinnung 
zur Anwendung und zwar in der Konzentration 1: 100.000. 

Nach Infiltrierung mit einer reinen Nilblaulésung und 13—15 Stunden 
Farbedauer waren die Wundrandzellen und die anschlieBenden Zellreihen 
in den Blumenblattstiicken sehr intensiv gefarbt, wihrend der ganze Mittel- 
teil der Blattstiicke haufig véllig farblos blieb. Auch die Leitbiindel und 
deren parenchymatische Scheiden, die sich mit den Sulfosiurefarbstoffen 
besonders intensiv im Mittelteil der Blattstiicke anfiarbten, zeigten keine 
Farbung. Die sehr starke Speicherung des Nilblaus verhinderte seine Ein- 
wanderung iiber groBere Strecken. In den Wundrandzellen bildeten sich 
im diffusgefirbten Zellsaft der Blumenblattepidermen groBe blaue Ent- 
mischungstropfen. In den folgenden Zellreihen waren die Vakuolen homo- 
gen tiefblau gefirbt. Die Farbungsintensitét nahm aber nach der Blatt- 
mitte zu sehr rasch an Intensitat ab. 

Entsprechend den Befunden mit der Stickstoffatmosphare hatten auch 
alle gepriiften Stoffwechselgifte keinen Einflu8 auf die Speicherung von 
Nilblau. Das Farbungsbild und auch die Intensitat der Farbung zeigten 
keine Unterschiede zu der Kontrolle. In den Konzentrationen der Gifte, 
die wie eine 10~* mol. Dinitrophenollésung zum Absterben der Zellen fiihrte, 
lagen in den toten Wundrandzellen griinblau gefarbte Kugeln als Zeichen 
dafiir, daB auch in diesen Konzentrationen vor dem Absterben noch eine 
Farbstoffspeicherung stattgefunden haben mu8; denn diese Entmischungs- 
kugeln entstehen im Zellsaft nur, wenn die Zelle noch lebend ist. 

Dieselbe Wirkungslosigkeit der Gifte wurde auch bei der Farbung von 
Allium-Epidermen mit Neutralrot fiir Natriumazid und Dinitrophenol 
beobachtet. 

VI. Besprechung der Ergebnisse 


Aus den erhaltenen Versuchsergebnissen geht hervor, daB ohne Zweifel 
die Speicherung der Sulfosiurefarbstoffe an die Lebenstatigkeit der Zelle 
gebunden ist. Aufnahme und Speicherung der untersuchten basischen Farb- 
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stoffe Neutralrot und Nilblau scheinen dagegen weitgehend unabhiangig 
von der Lebenstitigkeit der Zelle abzulaufen. 

In den Versuchen mit Prontosil ist der Unterschied in der Wirkung von 
PreBluft und reinem Sauerstoff auffallig. Die Durchleitung von PreBluft 
erwies sich auf die Stoffspeicherung giinstiger als die Durchleitung reinen 
Sauerstoffs. Worauf dieser Unterschied zuriickzufiihren ist, l4Bt sich noch 
nicht absehen. 

Ferner ist die starke Speicherungsfaihigkeit der Parenchymzellen lings 
der Leitbiindel fiir sulfosaure Farbstoffe erwaihnenswert, die auch in den 
vorliegenden Versuchen wieder ganz augenfillig in Erscheinung trat. Selbst 
in Medien, die auf Grund ihres Mangels an Sauerstoff oder ihres Gehaltes an 
Stoffwechselgiften eine Speicherung der Farbstoffe im Mesophyll oder in 
den Epidermen der Blumenblitter bereits weitgehend unterbanden, zeigte 
die Parenchymscheide der Leitbiindel z.T. noch sehr intensive Vakuolen- 
firbungen. Es erhebt sich hier die Frage, ob dieses auffillige Verhalten 
mit besonderen Funktionen dieser Parenchymzellen, etwa beim Stofftrans- 
port, zusammenhingt, oder ob es auf besondere Inhaltsstoffe, die eine starke 
Speicherung der Sulfosdiurefarbstoffe bedingen, zuriickzufiihren ist. Auf 
die letzte Méglichkeit hat bereits Drawert (1940, S. 207) hingewiesen im 
Zusammenhang mit dem von Tonzig angegebenen reichen Gehalt dieser 
Zellen an Mucoproteiden. Auch die sehr starken kristallinen Ausfallungen 
von Brillantsulfoflavin FF in diesen Zellen spricht fiir die letzte Méglich- 
keit. Andererseits lassen sich aber auch in den Parenchymzellen lings der 
Leitbiindel z. B. in griinen und etiolierten Blattern von Allium cepa kleine 
Leukoplasten besonders intensiv mit dem amphoteren Farbstoff Coelestin- 
blau vital firben (Drawert 1954). Diese Plastidenfairbung deutet auf eine 
gute Sauerstoffversorgung dieser Zellen hin. Vielleicht kann in diesen Zellen 
gebundener Sauerstoff durch einen StoffwechselprozeB in Freiheit gesetzt 
werden. 

In den Epidermen der Schuppenblatter von Alliwm cepa konnte mit der 
Immersionsmethode keine Speicherung von Prontosil erzielt werden. 
Nach E. Kiister (1952) gelingt es aber mit der Transpirationsmethode, am 
ganzen Schuppenblatt auch die Unter- und die Oberepidermiszellen mit 
Prontosil vital zu farben. Diese Befunde konnten wir bestitigen. Es be- 
steht also ein groBer Unterschied in dem Speicherungsvermégen derselben 
Zellen, je nachdem, ob die Zellen aus dem Gewebeverband gelést werden 
und der Farbstoff den Zellen direkt geboten wird, oder ob der Farbstoff mit 
dem Transpirationsstrom in den GefaBen hochsteigt und von hier aus all- 
mahlich durch das Mesophyll bis zu den Epidermiszellen vorwandert. Wo- 
rauf dieses unterschiedliche Verhalten beruht, lat sich noch nicht sagen. 
DaB die Transpiration direkt einen férdernden EinfluB haben soll, ist wohl 
kaum anzunehmen. Das Gelingen des Versuches ist auch wieder von der 
Sauerstoffspannung abhangig. In einer Stickstoffatmosphiare bleibt 
auch bei guter Transpirationsméglichkeit eine Speicherung 
des Farbstoffes in den Vakuolen aus. 

Wenn in den hier mitgeteilten Versuchen mit Nilblau und Neutralrot 
die Speicherung auch weitgehend unabhangig von der Sauerstoffspannung 
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verlauft, so kennen wir doch viele Fille, in denen die Verteilung eines basi- 
schen Farbstoffes in der Zelle von deren Lebenstitigkeit abhingt. Es sei 
hier nur an den Asphyxieeffekt erinnert, der bei Zellen, die im schwach 
alkalischen Milieu mit Neutralrot vitalgefarbt sind, bei einem Deckglas- 
abschluB auftritt. Der in der Vakuole gespeicherte Farbstoff wandert bei 
Sauerstoffmangel aus und farbt die Zellwinde (Strugger 1936). Hier 
handelt es sich aber um eine indirekte Wirkung. Der Sauerstoffmangel be- 
dingt eine Umstellung des Stoffwechsels und eine Anderung des Milieus, 
z. B. der pH-Werte des umgebenden Mediums und des Zellsaftes, was zu 
einer Anderung der Farbstoffverteilung fiihren kann. Bei basischen Redox- 
indikatoren kénnen wir bei entsprechender Lage des Redoxpotentials ganz 
allgemein Verschiebungen des Farbstoffes in der Zelle bei Sauerstoffmangel 
beobachten. Hier kommt zu der Veranderung des Milieus auch noch eine 
Anderung der physikochemischen Eigenschaften des Farbstoffes durch 
Reduktion oder Oxydation hinzu, wie wir es von Janusgriin B, Coelestin- 
blau, Nilblau u. a. kennen (Drawert 1953, 1954). 

Dieser EinfluB der Lebenstatigkeit auf die Verteilung eines basischen 
Farbstoffes in der Zelle ist aber ganz anderer Natur als die Wirkung der 
Lebenstatigkeit auf die Aufnahme und Speicherung der sulfosauren Farb- 
stoffe. Ohne Zweifel haingt dieser Unterschied mit der starken Dissoziation 
der sulfosauren Farbstoffe zusammen; denn andere schwicher dissoziierte 
saure Farbstoffe zeigen in ihrem Verhalten viele Parallelen zu den im allge- 
meinen schwacher dissoziierten, aber zu einer starken hydrolytischen Spal- 
tung neigenden basischen Farbstoffe. Es ware jetzt natiirlich auch im Hin- 
blick auf die Frage der Anionen- und der Kationenaufnahme im allgemeinen 
von Interesse zu priifen, wie sich schwach dissoziierte saure und stark disso- 
zilierte basische Farbstoffe in Abhangigkeit von der Sauerstoffspannung 
verhalten. Bei den hier betrachteten basischen Farbstoffen handelt es 
sich wohl ohne Zweifel um eine Aufnahme von Molekiilen, wahrend bei den 
sulfosauren Farbstoffen mit einer Aufnahme von Lonen zu rechnen ist. Die 
Farbstoffe bieten den Vorteil, da sowohl gefirbte Anionen wie gefairbte 
Kationen zur Verfiigung stehen, deren Aufnahme und Speicherung wir — 
besonders bei Fluorochromen — visuell verfolgen k6nnen. AuBerdem haben 
wir von stark dissoziierten sauren Farbstoffen iiber schwach dissoziierte 
saure, basische und amphotere bis zu stark dissoziierten basischen Farb- 
stoffen alle Uberginge, so daB von dieser Seite eine weitere Klarung der 
Probleme der Stoffaufnahme, -wanderung und -speicherung zu erwarten ist. 


VII. Zusammenfassung 


Die Aufnahme und Speicherung der sulfosauren Farbstoffe Prontosil, 
Ponceau PR, Bordeauxrot und Brillantsulfoflavin FF durch Epidermis- 
und Mesophylizellen von Blumenblattern ist von der Lebenstitigkeit der 
Zellen abhangig. In einer Stickstoffatmosphire und bei Zugabe von Stoff- 
wechselgiften unterbleibt eine Anfarbung. 

Bei gleicher Molaritat wirken die untersuchten Stoffwechselgifte in fol- 
gender Reihe hemmend auf die Aufnahme und Speicherung sulfosaurer 
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Farbstoffe: Natriumazid > Dinitrophenol > Monojodacetat > KCN. Die 
Urethane sind erst in héheren Konzentrationen wirksam. 

Die Parenchymzellen lings der Leitbiindel zeichnen sich durch eine be- 
sonders ausgepragte Speicherungsfahigkeit fiir sulfosaure Farbstoffe aus, die 
auch noch bei Sauerstoffspannungen und Giftkonzentrationen, die eine Vital- 
farbung anderer Zellen bereits verhindern, in Erscheinung tritt. 

Die beiderseitigen Epidermen der Schuppenblatter von Alliwm cepa 
lassen sich mit der Immersionsmethode mit Prontosil nicht vital farben, dies 
gelingt aber in Ubereinstimmung mit den Befunden von E. K ister (1952) 
mit der Transpirationsmethode. Aber auch hier unterbleibt eine Anfarbung 
in einer Stickstoffatmosphiare trotz guter Transpirationsméglichkeit. 

Aufnahme und Speicherung der basischen Farbstoffe Neutralrot und 
Nilblau werden weder durch Sauerstoffmangel noch durch Stoffwechselgifte 
gehemmt. 

In den Epidermiszellen und den Parenchymzellen lings der Leitbiindel 
der Blumenblatter von Chrysanthemum leucanthemum und Matricaria 
chamomilla wird Brillantsulfoflavin FF in kristalliner Form im Zellsaft ge- 
speichert. 
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Introduction 


Many of the common cell types in higher plants are united into coherent 
and more or less “homogeneous” tissues which can be classified from a 
morphological point of view. Good illustrations are provided by the rather 
uniform structure of thin-walled parenchyma tissue, collenchyma strands, 
and sclerenchyma. But it is also a well-established fact that any of the tissues 
or tissue-systems of the plant may contain “‘idioblasts,” i.e., isolated cells 
which differ in their form, size, contents, and wall structure from neigh- 
boring tissue elements. The term “‘idioblast’’ was originally devised by 
Sachs (1874) and today is universally employed in approximately its origi- 
nal sense in the literature of comparative and developmental plant anatomy. 

Because of the wide-spread attention devoted at the present time to the 
general problem of cell specificity in both plants and animals, it seems appro- 
priate to call attention to certain of the salient morphological and onto- 
genetic aspects of plant idioblasts. No pretense is made in the present article 
at a comprehensive review of the subject of idioblasts. The purpose rather 
has been to select for discussion a series of well-defined morphological types 
of idioblastic cells which it is hoped will serve to illustrate a relatively unchar- 
tered aspect of plant histology which invites the combined efforts of cell physio- 
logists, cytologists, biochemists, and morphologists for its ultimate solution. 

Since some of the most interesting and distinctive types of idioblasts to 
be discussed in the present paper occur in flowering plants of tropical or 
subtropical areas of the world, herbarium specimens were an indispensable 
source of material. The technique of clearing herbarium leaves by treat- 
ment with sodium hydroxide and chloral hydrate—and subsequently 


1 The present article is based upon an adress given by the author as retiring Presi- 


dent of the Botanical Society of America, and has appeared in abbreviated form in 
Vol. I, No. 4, 1955 of the ‘‘Plant Science Bulletin.” 
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staining the cleared and dehydrated organs with safranin—yields remark- 
ably instructive three-dimensional views of idioblasts. Such preparations 
are often superior, at least from a general morphological viewpoint, to the 
conventional views of idioblasts obtained by sectioning leaves (cf. Foster 
1949, 1953 and 1955a for the technique of clearing and staining leaves). 


Comparative Morphology of Idioblasts 


It must be emphasized that the term “‘idioblast”’ is one of general con- 
venience rather than of specific morphological or physiological connotation 
because this word, as used by Sachs and modern histologists, is applied to 
a bewildering array of cell types. More or less familiar examples of idio- 
blasts are the diversified types of ‘“‘excretory cells” found in parenchyma 
tissue, the remarkable cystolith-containing lithocysts of Ficus, Morus and 
other genera, and the often grotesquely-branched sclereids developed in the 
leaves of many plants. Unicellular trichomes are epidermal idioblasts, and 
the guard cells of stomata may be regarded, from an ontogenetic point of 
view, as paired or “‘twin’’ idioblasts. 

Despite the existence of a rich and rather confused terminology for the 
various types of idioblasts, our present knowledge of the ontogeny, topo- 
graphy and physiological aspects of these remarkable cells is extremely limi- 
ted. Systematic anatomists have made wide use of idioblasts in the char- 
acterization of species, genera and families in the dicotyledons but the 
descriptive epithets are unfortunately often based upon a rather superficial 
examination of the form or wall-structure of the mature cells (cf. Solereder 
1908 and Metcalfe and Chalk 1950). An excellent illustration of this 
unsatisfactory situation is provided by the variety of terms applied (some- 
times with reference to the same species or genus!) to branched sclerenchy- 
matous idioblasts. These cell have been designated in the literature as 
spicular cells, sclereids, astrosclereids, trichoblasts, trichosclereids, ‘‘inter- 
nal” or “ground-tissue” hairs, stereocytes, sclerites and stone cells (ef. 
Foster 1944). The problem of classifying and designating the extremely 
varied types of ‘“‘excretory” idioblasts presents further difficulties, which 
can only be solved by a more exact knowledge of the chemical nature and 
method of origin of the ergastic contents of such cells. Furthermore it 
seems clear from the extensive survey of the literature by Sperlich (1939), 
that intergradations in both form and contents probably occur between a 
number of the so-called types of excretory idioblasts, e.g. mucilage cells 
and raphide idioblasts, tannin cells and laticifers, etc. 

In view of the difficulties which have been mentioned above, a classifi- 
cation of idioblasts from a purely static morphological point of view is neither 
feasible nor desirable. But it is hoped that the following brief morphological 
description of the major categories of idioblasts may stimulate a more dyna- 
mic and scientific approach to this important aspect of cell specificity in 
plants. 

1. Excretory Idioblasts. Under this category may be grouped the varied 
types of idioblastic cells which differ from neighboring tissue elements by 
their form and by the nature of the particular ergastic materials which they 
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contain at maturity. With reference to the chemical nature of their cell 
contents, a wide variety of excretory idioblasts are recognized in the liter- 
ature, and such terms as “‘oil cells,” ‘‘mucilage cells,” ‘tannin idioblasts,” 
“‘lithocysts,”’ “‘myrosin cells,” “crystal idioblasts” and “latex cells” (latici- 
fers) illustrate the attempts to separate types on a biochemical basis (for 
a full discussion of the extensive literature on excretory idioblasts cf. Sper- 
lich 1939). Many excretory idioblasts, for example the so-called “‘secretory”’ 
or ethereal oil cells which are so common in the tissues of members of the 
Magnoliaceae, Winteraceae and other ranalian families, are polyhedral or 
nearly spherical in form (Fig. 2). In contrast, the excretory idioblasts in 
certain genera in the dicotyledons are either greatly elongated tubular sacs 
or are more or less extensively branched. Fig. 1 represents a small portion 
of the lamina of T'etracentron sinense which had been cleared in NaOH and 
mounted in glycerine jelly. The ramified idioblasts shown have dense con- 
tens which stain red when treated with Sudan IV. According to Harms 
(1897) and Bailey and Nast (1945), the contents of these idioblasts are 
“resinous” in character. Further examples of branched excretory idioblasts 
are the remarkable ‘“‘myrosin cells” characteristic of members of the Cruci- 
ferae (cf. Sperlich 1939 for a full discussion of the chemical nature of the 
contents of these idioblasts). Doubtless the most bizarre and profusely 
ramified types of excretory idioblasts known are the non-articulated latici- 
ferous tubes (laticifers) which grow throughout the plant body in many 
members of the Euphorbiaceae, Asclepiadaceae and other dicotyledonous 
families. Laticifers have attracted much attention from various points of 
view, but it is evident from the discussions of these remarkable cells by 
Sperlich (1939) and Esau (1953) that they deserve further intensive study 
from a morphological as well as from a biochemical point of view. 
Haberlandt (1924) and Sperlich (1939) include under excretory idio- 
blasts the crystalliferous cells which are so commonly encountered in the 
tissues of plants. Crystal idioblasts may closely resemble ordinary paren- 
chyma cells in form but especially in the case of raphide cells, are often 
distinct because of their size and shape. Fig. 3 shows a good example of an 
enlarged idioblast containing raphides, as seen in the mesophyll of the petal 
of Impatiens. An apparently distinctive type of crystal idioblast is repre- 
sented by the so-called ‘“‘lithocysts,” cells in which a localized inwardly- 
developed protrusion of the wall becomes coated with calcium carbonate, 
forming a cystolith (for literature on cystoliths cf. Haberlandt 1924 and 
Beyrich 1944). 
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‘ig. 1. Portion of a cleared herbarium leaf of Tetracentron sinense Oliv. showing three 
branched excretory idioblasts adjacent to a vein ending. x 89. 
ig. 2. Transection of the lamina of Umbellularia californica Nutt. showing a large 
excretory idioblast in the palisade tissue. x 380. 
‘ig. 3. Portion of a cleared petal of Impatiens Balsamina Linn. showing a large raphide- 
containing idioblast. x 230. 
. 4. Asmall portion of a cleared leaf of Pogonophora Schomburgkiana Miers. showing 
several tracheoid idioblasts with spiral thickenings. x 290. 








Plant Idioblasts: Remarkable Examples of Cell Specialization 189 


Although many studies have been made of the ontogeny of crystal 
idioblasts and lithocysts, the factors inducing the development of such 
cells and regulating the form of the crystals which they ultimately 
contain are still very poorly understood (cf. Netolitzky 1929 and 
Pobeguin 1943). 

2. Tracheoid Idioblasts. This category includes those idioblasts which 
resemble tracheids in their spirally-thickened or pitted walls but which 
differ from typical tracheary elements in their form, size and general topo- 
graphy. The portion of a cleared leaf of Pogonophora Schomburgkiana 
(Euphorbiaceae) represented in Fig. 4 reveals the abundance of ovoid or 
ellipsoidal tracheid-like idioblasts which are scattered throughout the meso- 
phyll. These idioblasts are apparently devoid of a protoplast at maturity 
and arise during the early histogenesis of the lamina from certain specified 
cells of the ground meristem. Comparable tracheoid idioblasts are reported 
to occur in the leaves of certain orchids and in a number of dicotyledonous 
genera (cf.Solereder 1908, Haberlandt 1924, Pirwitz 1931, and 
Schindler and Toth 1950). 

The role of tracheoid idioblasts in the plant is very poorly understood. 
Haberlandt (1924), adopting the original concept and terminology of 
Heinricher (1885), classifies them as “‘storage tracheids’’ and assumes that 
they serve as local reservoirs for the storage of water. Cells which resemble 
isolated tracheoid idioblasts frequently occur at vein endings and are also 
considered by Haberlandt as storage tracheids which serve a similar 
water-storage function. The nature of the morphological relationship be- 
tween idioblastic storage tracheids, enlarged terminal tracheids and the 
spirally-thickened cells which may form layers in seed coats or fruits, re- 
presents a complex problem which merits extensive and intensive study 
(cf. especially the full discussion by Pirwitz 1931). It is of considerable 
morphological interest to note here that in such genera as Mouriria (Foster 
1946) the terminal tracheids of many of the veinlets in the leaf may be lobed 
or ramified much like branched sclereids. A good example of such a 
branched terminal tracheid is shown in the cleared leaf of Hannoa (Fig. 6). 
Elements of this sort appear from a morphological point of view somewhat 
intermediate in character between tracheids and branched terminal sclereids 
(cf. Foster 1946 for a more detailed discussion). 

3. Sclerenchymatous Idioblasts. These cells, commonly designated in 
the modern literature. as “sclereids,’ are among the most bizarre 
and polymorphic of all the types of idioblasts which occur in plant 
tissues. Idioblastic sclereids, even within the limits of a single genus, 


Plate II 


Fig. 5. Small portion of a cleared leaf of Trochodendron aralioides Sieb. and Zucce. 
showing a branched sclereid. Note large size of sclereid as contrasted with the 
parenchyma cells of the adjacent lacunate mesophyll. x 295. 
Fig. 6. Small portion of a cleared herbarium leaf of Hannoa Klaineana Pierre and 
Engl. showing a forked vein ending in contact with a large ramified sclereid (above) 
and a smaller branched spirally-thickened terminal tracheid (below). x 320. 
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range in form from polyhedral to aprofusely-branched or filiform cell types 
(cf. Foster 1946). This remarkable polymorphism is responsible for the 
rich terminology applied to such idioblasts, which has been noted earlier 
in this paper. 

Within recent years, a good deal has been learned about the morphology, 
topography and ontogeny of idioblastic sclereids in the leaves of angiosperms 
(Foster 1944, 1945 a, 1945 b, 1946, 1947, 1955 a, 1955 b; Arzee 1953 a, 
1953 b; Rao 1951 a, 1951 b). These studies have thrown considerable light 
on (1) the ‘intrusive’? manner of development of the “arms” of ramified 
sclereids, and (2) the various ‘“‘patterns’’ of origin of the initial cells from 
which the sclereids develop. Space will not permit a full discussion of either 
of these major results of recent sclereid investigations, but the question 
of “pattern” in idioblastic development is sufficiently important to warrant 
brief comment here. In the light of our present knowledge, foliar sclereids 
most commonly are “diffused” through the mesophyll of the lamina or the 
parenchyma of the petiole and seem to originate in no well-defined pattern 
with reference to the venation. A good example is provided by the large 
branched sclereids in the lamina of T'rochodendron (Fig. 5). In marked con- 
trast, the foliar sclereids in certain members of the Melastomaceae, Hama- 
melidaceae, Polygalaceae, Capparidaceae, Rutaceae, and Simaroubaceae 
occur predominantly at the terminations of the veinlets in the lamina (Fig. 6). 
Such foliar ‘‘terminal sclereids”’ thus exhibit a remarkably consistent pattern 
of distribution and their occurrence in widely separated genera is of consider- 
able taxonomic and phylogenetic interest. Ontogenetic studies in Mouriria, 
Memecylon and Boronia reveal that the initials of terminal sclereids are 
“embryonic”’ cells which lie at the tips of the incompletely differentiated 
vein endings. In Boronia serrulata, the enlargement and branching of the 
sclereid coincides with the maturation of the tracheary elements in the 
associated vein ending. Furthermore, in this species, terminal sclereids are 
first morphologically evident near the apex of the young lamina and new 
sclereid initials originate progressively in basipetal sequence. 

The orderly method of origin of terminal sclerenchymatous idioblasts in 
the leaves of certain dicotyledons poses the much broader problem of 
‘“pattern’’ in histogenesis and its relation to the factors which determine cell 
specificity in general. In the concluding section of this paper, certain re- 
cent ideas relevant to the morphogenesis of idioblastic cells will be briefly 
considered. 


Morphogenetic Aspects of Idioblasts 


Progress in an understandig of the factors which determine the nature and 
pattern of origin of idioblasts has been obtained from the study of so-called 
“differential”? divisions during histogenesis. Bloch (1946) found that the 
branched “‘trichosclereids”’ in the aerial roots of Monstera deliciosa originate 
from the “polarized” and unequal divisions of certain cells at the basal ends 
of the vertical files of rib meristem cells near the root apex. Following the 
unequational division of each ‘‘mother cell,’’ the smaller of the two daughter 
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cells is densely cytoplasmic, possesses an enlarged nucleus, and ultimately 
develops into a ramified trichosclereid; the larger of the two daughter cells 
becomes a parenchyma cell of the cortex. Bloch (1948) has also made an 
ontogenetic and experimental study of the so-called ‘‘secretory cells” in 
Ricinus. These elements, which are pigmented and apparently contain 
tannin and unsaturated fatty acids, appear frequently to arise, like the 
trichosclereids of Monstera, from differential unequational divisions. The 
smaller cell resulting from such divisions becomes an idioblast which retains, 
despite its specialized character, the ability to divide and to produce a row 
or group of similar cells. Under conditions of artificially induced wound meri- 
stems, the secretory cells of Ricinus “divided vigorously in the same way as 
the cells of the ground parenchyma, but gave rise only to secretory cells’ 
(ef. Commoner and Zucker 1953 for a biochemical discussion of idioblast 
development in Ricinus). 

The significance of unequal and differential divisions as a basis for the 
experimental study of cell determination has been strongly emphasized by 
Biinning (1953) in the latest edition of his stimulating book, ““Entwick- 
lungs- und Bewegungsphysiologie der Pflanze.”” He cites many interesting 
examples of the way in which such unlike structures as root-hair forming 
cells (“‘trichoblasts’’), the ‘‘mother cells’’ of stomata, idioblastic sclereids, 
etc., arise from the smaller of the two cells produced by an unequal division. 
Small embryonic cells (or cell groups) capable of varied development are 
termed ‘‘meristemoids” by Binning. In his view, all meristemoids are 
at first qualitatively alike and hence “it depends upon later factors, which 
as yet have not been analysed, whether a meristemoid of the epidermis forms 
a hair or a stoma, or whether a meristemoid in the inner tissue gives rise to 
a raphide, to an oil or to a sclerenchymatous idioblast.”’ 

The problem of “‘pattern”’ in histogenesis is clearly important and a more 
intensive study of differential unequational divisions may provide the essen- 
tial starting point for future experimental investigations on cell types and 
tissues. In this connection, the wide variety of idioblastic cells which have 
been considered in this paper illustrates a significant part of the formidable 
yet challenging task which lies ahead. 

What are the physiological factors which induce the development of 
idioblasts in plant tissues? This question is obviously only a part of the 
broader mystery which still surrounds our attempts to understand the diffe- 
rentiation of organisms and their parts. Commoner and Zucker (1953), in 
a recent review and analysis of the biochemical basis of growth and differen- 
tiation of single cells, have clearly pointed out the considerable difficulties at 
present inherent in this line of approach. They make the interesting sugges- 
tion that ‘‘cellular differentiation may result from the segregation of spe- 
cific biochemical systems within the single parent cell, and that this sepa- 
ration becomes finalized by the laying down of the wall between the two 
sister cells. If this were true, one would need to look for the fundamental 
agency of cellular differentiation in mechanisms capable of sorting out the 
biochemical processes of a single cell and rearranging them in a spatial pat- 
tern with reference to the plane of division.”’ 
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Summary 


1. Three major categories of plant idioblasts, viz., excretory, tracheoid 
and sclerenchymatous, are illustrated and discussed from a comparative 
morphological point of view. 

2. Certain aspects of recent ontogenetic investigations on the foliar 
sclereids of dicotyledons are briefly summarized and the importance of 
“terminal sclereids” in certain families is examined with reference to the 
general problem of “‘pattern’” in the development of idioblastic cells. 

3. The significance of differential and unequational cell divisions in the 
determination of cellular specificity in plants is briefly discussed with parti- 
cular reference to idioblasts. 


Literature 


Arzee, T., 1953 a: Morphology and ontogeny of foliar sclereids in Olea europaea I. 
Distribution and structure. Amer. J. Bot. 40, 680—687. 

1953 b: Morphology and ontogeny of foliar sclereids in Olea europaea IT. Ontogeny. 
Amer. J. Bot. 40, 745—752. 

Bailey, I. W., and C. G. Nast, 1945: Morphology and relationships of Trochodendron 
and Tetracentron I. Stem, root, and leaf. J. Arnold Arboretum 26, 143—154. 
Beyrich, H., 1944: Neue Beitrage zur Entwicklungsgeschichte und Morphologie der 

Zystolithen. Protoplasma 38, 287—313. 

Bloch, R., 1946: Differentiation and pattern in Monstera deliciosa. The idioblastic 
development of the trichosclereids in the air root. Amer. J. Bot. 33, 544—551. 
1948: The development of the secretory cells of Ricinus and the problem of cellular 
differentiation. Growth 12, 271—284. 

Binning, E., 1953: Entwicklungs- und Bewegungsphysiologie der Pflanze. 3. Aufl. 
Berlin-Géttingen- Heidelberg. 

Commoner, B., and M. L. Zucker, 1953: Cellular differentiation: an experimental 
approach. From: Growth and Differentiation in Plants (ed. by W. E. Loomis), 
p- 339—392, Ames, Iowa. 

Esau, K., 1953: Plant Anatomy. New York. 

Foster, A. 8., 1944: Structure and development of sclereids in the petiole of Camellia 
japonica L. Bull. Torrey Bot. Club 71, 302—326. 

1945 a: The foliar sclereids of Trochodendron aralioides Sieb. and Zuee. J. Arnold 
Arboretum 26, 155—162. 
1945 b: Origin and development of sclereids in the foliage leaf of Trochodendron 
aralioides Sieb. and Zucc. Amer. J. Bot. 32, 456—468. 

- 1946: Comparative morphology of the foliar sclereids in the genus Mouriria Aubl. 
J. Arnold Arboretum 27, 253—271. 
1947: Structure and ontogeny of the terminal sclereids in the leaf of Mouriria 
huberi Cogn. Amer. J. Bot. 34, 501—514. 
1949: Practical Plant Anatomy. New York. 
1953: Techniques for the study of venation patterns in the leaves of angiosperms. 
Proc. 7th Int. Bot..Congress (Stockholm 1950), pp. 586—587. 
1955 a: Comparative morphology of the foliar sclereids in Boronella Baill. J. Arnold 
Arboretum 36, 189—198. 
1955 b: Structure and ontogeny of terminal sclereids in Boronia serrulata. Amer. J. 
Bot. 42, 551—560. 

Haberlandt, G., 1924: Physiologische Pflanzenanatomie. 6. Aufl. Leipzig. 





Plant Idioblasts: Remarkable Examples of Cell Specialization 193 


Harms, H., 1897: Uber die Stellung der Gattung Tetracentron Oliv. und die Familie 
der Trochodendraceae. Ber. dtsch. Bot. Ges. 15, 350—360. 

Heinricher, E., 1885: Uber einige im Laube dikotyler Pflanzen trockenen Standortes 
auftretende Einrichtungen, welche muthmaBlich eine ausreichende Wasserversor- 
gung des Blattmesophylls bezwecken. Bot. Zbl. 23, 25—33, 56—61. 

Metcalfe, C. R., and L. Chalk, 1950: Anatomy of the Dicotyledons. Oxford. 

Netolitzky, F., 1929: Die Kieselkérper. Die Kalksalze als Zellinhaltskérper. Hand- 
buch der Pflanzenanatomie. III. Berlin. 

Pirwitz, K., 1931: Physiologische und anatomische Untersuchungen an Speicher- 
tracheiden und Velamen. Planta 14, 19—76. 

Pobeguin, T., 1943: Les oxalates de calcium chez quelques angiospermes. Ann. Sci. 
Nat. Bot. Sér. 11. 4, 1—95. 

Rao, T. A., 1951 a: Studies on foliar sclereids in dicotyledons V. Structure and develop- 
ment of the terminal sclereids in the leaf of Memecylon heyneanum Benth. Proc. 
Ind. Acad. Sei. 34, 329—334. 

1951 b. Studies on foliar sclereids. A preliminary survey. J. Ind. Bot. Soc. 30, 
28—39. 

Sachs, J., 1874: Lehrbuch der Botanik. 4. Aufl. Leipzig. 

Schindler, H., and A. Toth, 1950: Zur Anatomie des Blattes von Coelogyne flaccida. 
Phyton 2, 11—22. 

Solereder, H., 1908: Systematic Anatomy of the Dicotyledons. Oxford. 

Sperlich, A., 1939: Das trophische Parenchym. B. Exkretionsgewebe. Handbuch 
der Pflanzenanatomie. IV. Berlin. 


Protoplasma, Band XLVI/1—4 





Myelinartige Verquellung der Chloroplasten 
in Rohrzuckerlésung 
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F. Weber (1933) hat die Bildung von Myelinfiguren bei der Behandlung 
von Spirogyra-Chloroplasten mit 1—2% Na-Oleatlésung entdeckt. Es 
entstehen smaragdgriine Tropfen und Schliuche. Das Schraubenband 
kann bis auf Reste der Pyrenoide vollkommen in griine Myelinfiguren um- 
gewandelt werden. Sein Schiiler Menke (1934) hat analoge Erscheinungen 
bei den Chlorophyllkérnern der héheren Pflanzen beschrieben. Da diese 
Chloroplasten durch ihren Granenbau ausgezeichnet sind (z. B. F. Weber 
1937), erhebt sich die Frage, ob sich beide Bestandteile, Stroma und Granen, 
an der Bildung der Myelinschlaiuche beteiligen. Nach einer Angabe von 
Weber (1934) entstehen die Myelinschleifen aus den Granen. Diese An- 
sicht scheint in Einklang mit der Feststellung Struggers (1937), daB die 
Granen auf Grund ihrer Speicherfahigkeit fiir Rhodamin B besonders lipoid- 
reich seien. Da indessen die GranengréBe nahe bei der Auflésungsgrenze des 
Lichtmikroskops liegt, schien es erwiinscht, die myelinartige Verquellung 
der Chloroplasten im Elektronenmikroskop bei besserer Auflésung zu be- 
obachten. 





Chloroplasten von Spinacia oleracea. 
Abb. 1—5: in 0,5 M Rohrzuckeriésung isoliert; Abb. 6: in Formaldehyd fixiert. Die 
VergréBerung ist durch einen Strich von der Lange 1 vu angegeben (1 cm = 10.000 x ). 
Abb. 1. Beginnende Stromaquellung in 0,5M Rohrzuckerlésung. Granen schwarz. 
Abb. 2. Fortschreitende blasige Verquellung des Stromas. 
Abb. 3. Zerfall des Chloroplasten. 
Abb. 4. Stromatropfen zu groBer Myelinscheibe vereinigt, die annaihernd den Durch- 
messer eines intakten Chloroplasten erreicht. 
Abb. 5. Granen linksseitig in der Verquellung miteinbezogen. Bildung von Blasen, 
die beim Trocknen faltig einschrumpfen. 
Abb. 6. Formolfixierte Granen in Elementarlamellen zerlegt. Man beachte die im 
Vergleich zu Abb. 1—5 starkere VergréBerung. 
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Weil die Chloroplasten fiir die elektronenmikroskopische Beobachtung 
im Blendor isoliert werden miissen und dabei die Myelinisierung mit Na- 
Oleat zu vehement erfolgt, wurden schonendere Quellungsmittel gesucht. 
Die Plastidenstruktur ist so labil, da8 sie nur bei Suspendierung der Chloro- 
phyllkérner in 0,5 M Rohrzucker, 0,10 M Kochsalz oder am besten in 0,05 M 
Phosphatpuffer erhalten werden kann (Granick und Porter 1947). Bei 
der Aufschwemmung von Spinat-Chloroplasten in 0,5 M Rohrzucker zeigt 
sich indessen eine leichte Verquellung des Stromas, die mitunter auf die 
Granen iibergreift. Solche Quellungsbilder sind in Abb. 1—4 dargestellt. 

Abb. 1 veranschaulicht, wie das Stroma an der Chloroplastenoberfliche 
wellenartig aufquillt, wahrend die Granen unversehrt bleiben. In Abb. 2 
macht sich eine tropfige Verquellung des Stromas geltend, die in Abb. 3 zum 
Zerfall des Chloroplasten fiihrt. Aus diesen Beobachtungen geht hervor, 
daB das Stroma viel labiler ist als die Granen, die selbst in Abb. 3 ihre Ge- 
stalt noch erhalten haben. Die Stromatropfen kénnen zu groBen Myelin- 
scheiben zusammenflieBen, neben denen unversehrte Granen liegen (Abb. 4). 
Diese Scheiben trocknen glatt auf dem Objekttrager auf und zeigen nur ver- 
einzelte oder iiberhaupt keine Falten. 

Wie Abb. 5 zeigt, kann der Strukturzerfall indessen auch auf die Granen 
iibergreifen. Auf dem Bilde ist rechts die Stromaquellung sichtbar, wahrend 
gleichzeitig links eine explosionsartige Blasenbildung stattgefunden hat, 
in welche die Granenstruktur miteinbezogen. worden ist. Diese Blasen 
trocknen nicht glatt auf dem Objekttrager auf, sondern sie werfen sich in 
zahlreiche Falten. Die gleichen Falten sind bei der Trocknung der zu 
Stringen verklebenden Elementarlamellen der Granen von Aspidistra- 
Chloroplasten beobachtet worden (Frey-W yssling und Steinmann 1953). 
Man darf hieraus schlieBen, daB die Granensubstanz aus einer ziheren Masse 
besteht als die myelinartige Stromasubstanz, die weiche plastische Ver- 
quellungsformen liefert. Zufallig vorhandene Granen werden von dieser 
Masse umflossen und von ihr eingeschlossen (Frey-Wyssling und Mihle- 
thaler 1949). Man geht wohl nicht fehl, wenn man die zihe Substanz der 
Granen als Proteinstoffe deutet. Es darf daher die Annahme vertreten wer- 
den, daB die steifen elastischen Proteinblasen beim Eintrocknen unter 
Faltenbildung zusammenschrumpfen, wahrend sich die weichen plastischen 
Myelinscheiben im Vakuum glatt auf den Objekttrager legen. 

Dieses Postulat ist scheinbar im Widerspruch zum vitalfairberischen Be- 
fund mit Rhodamin B, nach welchem die Chloroplastenlipoide in den Gra- 
nen angehiuft erscheinen. Wie indessen die Schwarzung der Granen auf 
dem Elektronenmikrogramm zeigt (Abb. 1—3, 5), sind diese so viel massen- 
reicher als das Stroma, daB ihre stairkere Farbbarkeit eine Folge dieser 
Massendichte sein kann. Das Verhaltnis Lipoid: Protein braucht deshalb 
im Stroma nicht wesentlich anders zu sein als im Granum; aber der absolute 
Gehalt der beiden Komponenten muB in den Granen bedeutend gréBer sein 
als im Stroma. 

Es ist anzunehmen, daB sowohl im Stroma wie in den Granen Lipo- 
proteide vorkommen. Daher kénnen sich die beiden morphologischen 
Bestandteile bei der Verquellung der Chloroplasten miteinander vermischen. 
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Aus diesem Grunde ist es bisher nicht gelungen, das vermutete Chromo- 
lipoproteid der Granen vom Lipoproteid des Stromas zu trennen, so daB 
bis heute nur Analysen der gesamten Zusammensetzung der Chloroplasten 
bekannt geworden sind (Frey-Wyssling 1949). Man darf daher vermuten, 
daB die mikroskopisch sichtbaren Myelinfiguren der Chloroplasten sowohl 
Granen- wie Stromasubstanz enthalten. 

Merkwiirdigerweise kann bei den in Rohrzuckerlésung suspendierten 
Spinat-Chloroplasten die submikroskopische Lamellierung der Granen 
(Frey-Wyssling und Miihlethaler 1949) nicht nachgewiesen werden. 
Offenbar verkleben die Elementarlamellen zufolge leichter Aufquellung 
miteinander. Es sei daher noch eine Aufnahme von mit Formaldehyd 
fixierten Chloroplasten beigefiigt, die nach Zerschlagung der fixierten Blatt- 
stiicke im Blendor den Zerfall der Granen in Elementarlamellen in aller 
gewiinschten Deutlichkeit zeigt. Wahrend das locker gebaute Stroma bei 
der gewaihlten Behandlung verquillt, bleiben die massendichten Granen 
relativ gut erhalten und blattern in ihre Elementarlamellen auf, die heute 
auf Ultrafeinschnitten durch osmierte Chloroplasten aufs eindriicklichste 
in Erscheinung treten. 
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Nicht voll turgeszente Blatter nehmen, in Wasser eingestellt, dieses so 
lange auf, bis der osmotische Druck der Zellen dem entgegenwirkenden 
Wand- bzw. Gewebedruck gleich oder fast gleich und die Saugkraft nahezu 
Null wird, also ein stationirer Gleichgewichtszustand eintritt. Sichtbarer 
Ausdruck dieses Vorganges sind die immer wieder beobachteten, exponential- 
artig dem Endzustand zustrebenden Gewichts- bzw. Wassergehaltskurven 
aufsattigender Organe (Welten 1933). Allerdings sind Anzeichen vorhan- 
den, da dieser Vorgang sich doch nicht so einfach abspielt ; so konnte schon 
Welten zeigen, daB Pflanzenteile mit gréBerem Wasserdefizit zu einem 
hoheren Sattigungswassergehalt aufsattigen als wenn die Aufsattigung von 
einem héheren Turgeszenzgrad ausgeht. Auch mehrfach beobachtete saison- 
bedingte Schwankungen des Sattigungswassergehaltes (Miiller-Stoll 1935, 
Hartel 1936) sprechen dafiir, daB bei der Aufsaittigung doch mit einigen 
Komplikationen gerechnet werden mu8. Es sei hier nur an gewisse Unsicher- 
heiten erinnert, die den vereinfachten Methoden zur Saugkraftbestimmung 
(Gewebstreifen- bzw. Hebelmethode, Ursprung 1923, Ursprung und 
Blum 1930) bei routinemaBiger Durchfiihrung anhaften kénnen. Es treten 
dabei Gewebedeformationen auf, die mit osmotisch bedingten Liingeninde- 
rungen nichts mehr zu tun haben und vielfach in Quellungserscheinungen 
der Geriistsubstanzen begriindet sind; sie fiihren bei routinemaBiger Durch- 
fiihrung vielfach zu iiberhéhten Saugkraftwerten ; die Literatur zur Okologie 
des Wasserhaushaltes liefert genug Beispiele hiefiir (vgl. Walter 1933, 
Hertel 1933). Es liegt daher die Annahme nahe, da Quellungsainderungen 
der Geriistsubstanzen auch bei der Aufsaittigung von Blaittern mitspielen 
konnten. 

Dies wird auch noch aus anderen Beobachtungen wahrscheinlich. Die 
kutikulare Wasserabgabe wird durch Elektrolyte in bestimmter Weise (ent- 
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weder nach der lyotropen Hofmeisterschen Reihe oder nach der Adsorp- 
tionsreihe nach Michaelis) verandert, wobei es im wesentlichen gleich- 
giltig ist, ob die Lésungen von auBen auf die Blattflichen einwirken oder 
ob sie durch den Transpirationsstrom in die Blatter selbst aufgesaugt werden 
(Hartel 1951). Eine unmittelbare Beeinflussung des Protoplasmas konnte, 
so naheliegend sie auch scheinen mag, als unwahrscheinlich erkannt und 
neuestens mittels zellphysiologischer Methodik ausgeschlossen werden 
(Hartel 1956). Es ist daher anzunehmen, da die Losungen im Sinne der 
erweiterten Kohiasionstheorie (Strugger 1939) in den Membranen wandern, 
dabei gewissermaBen von innen her an die Blattoberflache gelangen und so die 
Epidermisau8enwand (die Kutikula) beeinflussen und die Kutikulartran- 
spiration verindern. Die Tatsache der kutikularen Rekretion (Frey-Wyss- 
ling 1935, Arens 1934) laBt diese Vorstellung durchaus méglich erscheinen, 
Auswaschungs- und Fallungsversuche (Rouschal-Strugger 1938, Har- 
tel 1951) tragen wesentlich zu ihrer Stiitzung bei. 

Nun beeinflussen aber solche in den Membranen strémende Elektrolyt- 
lésungen nicht nur den Quellungszustand der Geriistsubstanzen selbst (vgl. 
Brauner 1930, H. Hartel 1951, Hartel 1950); sie umspiilen dabei ja 
auch die Protoplaste, wobei diese zunaichst wenigstens an ihrer Oberfliche 
der Einwirkung der Elektrolytlésungen ausgesetzt sind. Es ist daher anzu- 
nehmen, daB die Aufsattigung nicht allein von den osmotischen Gegeben- 
heiten, sondern auch vom Quellungszustand der Geriistsubstanzen abhaingen 
kénnte. Nun liegen aber hieriiber kaum Untersuchungen von diesen Ge- 
sichtspunkten aus vor, obwohl die Aufsadttigung nicht voll turgeszenter 
Organe nicht nur von zellphysiologischem, sondern auch besonders von 
dkologischem Interesse ist, da ja praktisch simtliche Wasserdefizitbestim- 
mungen nach Stocker (1929) auf diesem Vorgang beruhen. Im folgenden 
seien daher einige Beobachtungen tiber die Wirkung verschiedener Lésun- 
gen, insbesondere Elektrolyte und Nichtleiter, auf den Aufsattigungsvor- 
gang mitgeteilt. 

Diese Versuche stellen einen Teil meiner Untersuchungen iiber die Auf- 
sittigung bzw. die Methodik der Wasserdefizitbestimmung dar, die an an- 
derer Stelle verdffentlicht werden sollen. 


Methodische Vorbemerkungen 


Als Versuchspflanzen dienten hauptsichlich Syringa vulgaris, Hedera Helix sowie 
Tilia platyphyllos. Bei der Aufsaéttigung wurde in der von Stocker (1929) angegebenen 
Weise vorgegangen. Die Blatter wurden méglichst rasch nach dem Abtrennen ge- 
wogen, mit den Blattstielen in Glaschen mit den jeweiligen Lésungen eingestellt und 
diese dann in eine feuchte Kammer verbracht. Die Blatter wurden zur fortlaufenden 
Kontrolle taglich kurzfristig der feuchten Kammer entnommen. Da die Wagungen 
stets in einem kiihlen Kellerraum bei stark gedimpftem Licht erfolgten, fallen Fehler 
durch einen dabei etwa entstandenen Transpirationsverlust tiberhaupt nicht ins Ge- 
wicht, wie dies auch Kontrollversuche bestiatigt haben. Der jeweils héchste beob- 
achtete Wassergehalt wird als ,,Sattigungswassergehalt‘‘ bezeichnet und auf das Trok- 
kengewicht bezogen. Die tibrigen Punkte der Aufsattigungskurve wurden nun nicht 
in Wassergehalt pro Trockengewicht ausgedriickt, sondern auf den Sattigungswasser- 
gehalt bezogen, d. h. es wird die jeweils zur vollen Sattigung fehlende Wassermenge in 
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Prozenten des Sattigungswassergehaltes (entsprechend der Stockerschen Definition) 
angegeben. 
Die Kationen wurden als Chloride, die Anionen als Kaliumsalze geboten. Samt- 
liche Salze sowie die verwendeten Anelektrolyte waren von reinster Beschaffenheit. 
Die Versuche wurden zu den verschiedenen Jahreszeiten 1951—1953 durchgefiihrt. 


Wirkung von Elektrolyten auf die Aufsattigung 


Die Aufsiattigung wurde in den verschiedenen Elektrolytlésungen meist 
iiber eine Woche verfolgt. Es sollen jedoch hier nur die Kurvenverliufe 
bis zum Erreichen des Maximalwassergehaltes (meist 24—48 Std.) interes- 
sieren; im weiteren Verlauf des Versuches treten naturgemi oft schwer 
deutbare Kurvenziige auf, deren ausfiihrlichere Behandlung auf eine spitere 
Gelegenheit verschoben werden muB. 

Vergleichen wir zunachst die Sattigungswassergehalte, die sich bei Auf- 
sittigen von Bliattern in n/10 Elektrolytlosungen ergeben (Tab. 1). 


Tab. 1. Sdttigungswassergehalte beim Aufsdttigen aus 
n[10 Salzlésungen. (Prozente des Trockengewichtes.) 





Syringa vulgaris Tilia platyphylos 
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Bei beiden Versuchspflanzen liegen die Li- und Na-Werte iiber den Wer- 
ten der Wasserkontrolle, die Li-Werte stellen die héchsten der ganzen Reihe 
dar. Ferner nehmen die Sattigungswassergehalte entsprechend der Hydrata- 
tionskraft der Ionen ab; in entsprechender Weise steigen sie in der Anionen- 
reihe wiederum an (die Jodversuche wurden ausgeschieden, da dieses Ion 
zu giftig wirkte und zu starken Schadigungen der Blatter fiihrte). Die 
Sattigungswassergehalte der Versuche mit zweiwertigen Ionen liegen dagegen 
simtlich erheblich unterhalb der Wasserkontrollen, jedoch findet sich auch 
hier (in Aquivalenten Konzentrationen) die der Hydratation entsprechende 
Reihe. 


An diesem Versuch ist vor allem auffallig, daB trotz der im Vergleich zu 
den osmotischen Werten der Versuchspflanzen hohen osmotischen Gegen- 
wirkung der n/10 Salzlésungen die gleichen bzw. sogar héhere Werte des 
Sattigungswassergehaltes auftreten kénnen. Wenn die Erhéhung auch nur 
etwa 5% des Wassergehaltes bei Sattigung betragt, so erscheinen die Werte 
nicht nur infolge ihrer Reproduzierbarkeit, sondern auch der klaren Reihung 
Li > Na > K gesichert. Es miiBte also nicht nur die urspriingliche Kon- 
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zentrationsdifferenz wiederhergestellt, d. h. der osmotische Wert der Zellen 
um mindestens 0,15 mol (bezogen auf Zucker, da LiCl erhebliche starkere 
osmotische Wirksamkeit besitzt, vgl. Tab. Biol. Bd. 1) erhéht werden, son- 
dern zusitzlich noch eine weitere Erhéhung eintreten, um den bei der star- 
keren Aufsattigung ansteigenden Gegendruck zu iiberwinden. Nun fihrt 
aber die Einwirkung einwertiger Ionen bei SchlieBzellen zu Starkeabbau 
(Weber 1922) und auch in Parenchymen findet unter der Einwirkung von 
Salzlésungen eine Erhohung des grenzplasmolytischen Wertes statt (Iljin 
1922a, b, 1924). Es liegt nahe, Anatonose auch fiir die erhéhte Aufsatti- 
gung unter dem Kinflu8 von Alkaliionen verantwortlich zu machen, dies 
um so mehr, als nach [ljin bei Einwirkung von Ca Anatonose nicht auf- 
tritt und sogar zur Stirkesynthese fiihrt (Weber 1922), auch in unseren 
Versuchen tritt mit Erdalkaliionen ein niedrigerer Sattigungswassergehalt 
auf. Leider liegen nicht fiir alle Aufsattigungsversuche entsprechende 
Bestimmungen des Grenzplasmolysewertes vor, doch zeigen bereits die 
vorhandenen Beobachtungen, daf Veranderungen des Grenzplasmolyse- 
wertes allein zur Erklarung der Anderungen des Sattigungswassergehaltes 
nicht ausreichen. Wohl kommt es innerhalb der ersten 24 Stunden der Auf- 
sittigung zu einer Erhéhung des Grenzplasmolysewertes. In KCl-Lésung 
nimmt der Og-Wert bei Syringa 
von 0,75 auf 0,8 mol KNO, zu, bei 


TU? 


Tilia von 0,3 auf 0,35 mol. In bei- +50 
den Fallen steigt also die Zellsaft- 
konzentration um 0,05 mol KNO,, 
d.i. wesentlich weniger, als dem 


Konzentrationsanstieg der AuBen- 
losung entspricht. Nun steht bei 
Tilia dieser Erhéhung des Og-Wer- 
tes wohl auch ein héherer Satti- 
gungswassergehalt im KCl-Ver- 
such gegeniiber, bei Syringa dage- 
gen ist trotz gleicher Zunahme 
der Zellsaftkonzentration der 
Sattigungswassergehalt niedriger 
als in der Wasserkontrolle. AuBer- 
dem ist auch in der Kontrolle ein 
Anstieg des Og-Wertes um den 
gleichen Betrag (0,05 mol KCl) zu 
beobachten, so daB eine Erhohung 
des Og-Wertes auf dem Wege der 

Anatonose, sofern eine sclche bei -— 4 ? 3 4 Tagen 


dieser Versuchsanstellung iiber- app. 1, Syringa vulgaris: Osmotischer Wert 
haupt eintritt, nicht als alleinige (0g), Permeabilitét (P) und Atmung (A) 
und ausreichende Ursache fiir die wahrend der Aufsattigung der Blatter (WD). 
verstarkte Wasseraufnahme ange- 

sehen werden kann. Auch in Lithiumlésungen konnte (es wurde nur Syringa 
gepriift) keine 0,1 mol Rohrzucker iibersteigende Anatonose beobachtet 
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werden; diese Werte decken sich gut mit den von I[ljin beobachteten. 
Anorganische Anionenrufen nach dem gleichen Autor nur geringe Erhéhungen 
der Zellsaftkonzentration hervor, wahrend z. B. KBr eine auBerordentlich 
deutliche Zunahme des Sattigungswassergehaltes bewirkt. 

Die Erhéhung des osmotischen Wertes ist iibrigens keineswegs immer von Dauer. 
In der ersten Zeit der Aufsiattigung ist vielmehr in der Regel eine mehr oder weniger 
ausgiebige Zunahme der Atmung feststellbar, die offenbar zu einer Verminderung der 
Zellsaftkonzentration fiihren kann (vgl. Abb. 1). Ferner nimmt auch die Permeabili- 
tat des Plasmas nach voriibergehendem Anstieg regelmaBig stark ab. Dadurch werden 
einerseits die osmotischen Krafte innerhalb der Zelle geringer, das iiberschiissige Was- 
ser, das nun nicht mehr osmotisch festgehalten, aber auch nicht durch Transpiration 
abgegeben werden kann (die Probe befindet sich ja im feuchtigkeitsgesattigten Raum), 
wird in die Interzellularen ausgepreBt, was offenbar durch die abnehmende Permea- 
bilitaét erleichtert wird!. Es kommt so zur oft beobachteten Infiltration, zum Glasig- 
werden der Blatter. Solche Proben sind natiirlich fiir Wasserdefizitbestimmungen un- 
brauchbar. Diese Veriinderungen machen manches schwer deutbare Verhalten der 
Proben bei langerem Aufenthalt in der feuchten Kammer erklirlich und lassen es ge- 
boten erscheinen, fiir praktische Wasserdefizitbestimmungen die Aufsattigung zeitlich 
moglichst zu beschrinken. 


Sattigungswassergehalt und pH 


In weiteren Versuchsreihen wurden statt der Elektrolyte Pufferlésungen 
aufsaugen gelassen (Phosphatpuffer, mit HCl bzw. NaOH erweitert, Kon- 
zentration m/150). Die Sattigungswassergehalte sind in Abb. 2 dargestellt. 

Bei Syringa findet sich 
ein deutliches Minimum des 

Sattigungswassergehaltes 
zwischen pH 5 und 7 (Mit- 
tel aus drei Versuchen zu 
verschiedenen Jahreszeiten). 
Dieser Kurvenverlauf laBt 
sich ebensowenig wie der 
KationeneinfluB durch Stiar- 
ke-Zucker-Umwandlungen 
erkliren. Das Optimum des 
Zuckergehaltes und Mini- 
mum des Stirkegehaltes 
Abb. 2. Sattigungswassergehalt bei verschiedenem liegt bei Verwendung von 
pH der Aufsaugfliissigkeit (Werte in Prozenten des Phosphatpuffern um pH 5 
Trockengewichtes). bis 6 (Zusammenstellung vgl. 

Small 1949). Es miibte 

demnach in diesem pH-Bereich ein héherer osmotischer Wert und dem- 
entsprechend ein maximaler Siattigungswassergehalt auftreten. Gerade 
das Gegenteil ist der Fall, womit der Kurvenverlauf aber ganz dem 
Verhalten der Kutikulartranspiration bei verschiedenem pH ahnelt (Hartel 








| l 
I 1 pH 


1 In diesem Zusammenhange sei auch darauf hingewiesen, daB Gessner (1934) an 
Wasserpflanzen eine verstarkte Exosmose und damit offenbar eine Permeabilitits- 
erhéhung bei zunehmendem hydrostatischem Druck festgestellt hat. 
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1947, 1951), bei der in erster Linie die Membranen und nicht die Protoplaste 
beeinfluBt werden (Hartel 1956). Da sich ganz ahnliche Ubereinstimmun- 
gen der Ionenreihen von Aufsattigung und Kutikulartranspiration ergeben 
haben, liegt die Annahme nahe, da8 Quellungsvorginge der Geriistsubstan- 
zen fiir das AusmaB der Aufsattigung mitbestimmend sein diirften. In die- 
sem Zusammenhang verdient auch der Umstand Erwahnung, daf die 
Wanddehnbarkeit von Helianthus-Koleoptilen beim Ubergang von pH 5 
auf pH 4 auf das Doppelte ansteigt (Gessner 1934). 

Die pH-Kurve der Aufsattigung von Tilia-Blattern weicht in ihrem zwei- 
gipfligen Verlauf von der Syringa-Kurve erheblich ab (es konnte an dieser 
Pflanze auch kein deutliches Maximum der Kutikulartranspiration bei 
einem bestimmten pH-Wert festgestellt werden, vgl. Hartel 1947). Viel- 
mehr erinnert der Kurvenverlauf an ganz ahnliche Verlaiufe, wie sie Hertel 
(1938) bei Lingenainderungen von Gewebsstreifen gefunden hat. Hertel 
stellte fest, da8 zur Erklirung dieses Verhaltens mit der Annahme von nur 
einem IEP nicht auszukommen wire. Auf unser ahnlich gelagertes Problem 
iibertragen bedeutet dies aber, da mehrere Komponenten fiir die Aufsat- 
tigung mitbestimmend sein miissen. 


Aufsattigung mit Lésungen von Anelektrolyten 


Bei der Einwirkung von Elektrolyten laBt sich der Effekt der Konzen- 
tration der Salze und die spezifische Ionenwirkung nicht ohne weiteres 
trennen; la8t man dagegen Anelektrolyte aufsaugen, so steht zweifellos 
die Wirkung der osmotischen Gegenkraft im Vordergrund. Es wurden 
daher in einer weiteren Versuchsreihe die Elektrolytlésungen durch L6- 
sungen von Rohrzucker, Traubenzucker und Harnstoff ersetzt und dabei 
die Konzentrationen von 0,1 bis 1,0 molar, also bis in den hypertonischen 
Bereich, in ihren Auswirkungen auf die Aufsattigung und den erreichten 
Sattigungswassergehalt geprift. Fir Schattenblaitter von Hedera Helix 
ergaben sich dabei folgende Aufsittigungswerte (Mittelwerte aus zwolf 
allmonatlich durchgefiihrten Versuchen). 


Tab. 2. Hedera Helix: Sattigungswassergehalte nach Aufsiattigung in Anelektrolyt- 
Lésungen. 
(Prozente des Trockengewichts.) 
H,O m/10~ m/2 m/1 
Traubenzucker...... 289 276 265 263 
Rohrzucker......... 289 276 256 234 
Eisele 5 2k 289 261 285 — 


Aus dieser Tabelle ist zunachst zu entnehmen, daB erwartungsgemaB aus 
den Lésungen infolge ihrer osmotischen Gegenwirkung weniger Wasser auf- 
genommen werden kann als aus reinem Wasser. Es verbleibt ein Wasser- 
defizit von etwa 4,5° in der m/10 Lésung der Zucker und von 9 bzw. 11% 
in den m/2 Losungen. Mit steigender Konzentration der Zucker wird die Auf- 
saittigung immer unvollstaéndiger, und zwar bei Rohrzucker trotz gleichem 
osmotischem Druck in staérkerem AusmaBe als bei Traubenzucker; wihrend 
in der m/1 Traubenzuckerlésung ein Defizit von 9%, d.i. das gleiche wie in der 
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m/2 Lésung verbleibt, nimmt es beim Rohrzucker in der m/1 Losung weiter 
auf 19% zu. Diese Werte beweisen aber, da osmotische Krafte bei diesem 
Versuch die Aufsittigung nicht allein bestimmen kénnen, es scheint viel- 
mehr auch die MolekiilgréBe fiir das AusmaB des Wassernachschubes maB- 
gebend zu sein. Dies wird auch aus folgendem Versuch deutlich. Nach 
Ostwald eignen sich die Farbstoffe Wasserblau, Nachtblau und Alkali- 
blau infolge ihrer verschiedenen Teilchengr68e zur Priifung der Porenweite 
von Ultrafiltern. Lésungen dieser drei Farbstoffe wurden nun Bliattern von 
Syringa zum Aufsittigen geboten. Dabei ergaben sich folgende Sattigungs- 


wassergehalte : 258%, Tr.-G. 
208% (geringe TeilchengréBe) 


190% 
177%, 


Wasser 
Wasserblau 
Nachtblau 
Alkaliblau 


Die Sattigungswassergehalte nehmen also mit zunehmender TeilchengréBe 
eindeutig ab. Wenn natiirlich auch ein gewisser schadigender Einflu8 der 
Farbstoffe nicht in Abrede gestellt werden kann, so glauben wir doch diesen 
Versuch in der Weise interpretieren zu koénnen, daB mit zunehmendem 
Teilchenradius immer mehr und immer gré8ere Intermizellarriume ver- 
stopft werden und daher fiir den Nachschub des Wassers ausfallen ; daneben 

: werden diese Intermizellarriume 
%o sich nicht in dem gleichen Mabe 
% mit Wasser fiillen kénnen, so daB 
auch die Menge des Imbibitions- 
wassers der Membranen zuriickgehen 
und damit der Sattigungswasserge- 
halt abnehmen wird. Die Sattigungs- 
werte fiir Rohr- und Traubenzucker 
aus Tab. 2 lassen sich unter Beriick- 
sichtigung des verschiedenen Wasser- 
wertes gut zwischen Wasser und 
Wasserblau obiger Versuchsreihe ein- 
ordnen. Ganz ahnliche Verstopfun- 
gen der Intermizellarraume durch 
groBmolekulare Kohlehydrate wur- 
den bereits vor einiger Zeit durch 
Hodgson, Petterson und Riker 


(groBere TeilchengréBe) 








i 
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Abb. 3. Aufsittigungskurven von Hedera 


Helix mit Wasser sowie Rohrzucker-, Trau- 

benzucker- und Harnstofflésungen ver- 

schiedener Konzentration (0,1 molar 

0,5 molar —_—§). Die 

Diagramme von Traubenzucker und Harn- 

stoff sind mit ihrem Anfangspunkt in die 
Ordinate zuriickverlegt zu denken. 


. 1,.0molar — 


(1949) sowie Giumann und Jaag 
(1950) beobachtet ; auch Bie b1 (1954) 
berichtet tiber Permeationsschwierig- 
keiten groBmolekularer Plasmolytika 
durch die Zellwinde von Moosen. 

Die gleichen Feststellungen lassen 
sich auch beim Vergleich des Auf- 


sittigungsverlaufes mit Lésungen von Stoffen verschiedener MolekiilgréBe 
treffen. In Abb. 3 sind die Abnahmen des Wasserdefizits von Hedera-Blat- 
tern beim Einstellen in verschieden konzentrierte Zucker- und Harnstoff- 
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lésungen dargestellt. Man erkennt deutlich, daB das Hedera-Blatt in Wasser 
allmahlich zur vollen Sattigung gelangt, wahrend die Kurven der n/10 Harn- 
stofflésungen wie die Kurven der Zuckerlésungen in allen Konzentrationen bei 
einem Wasserdefizit von etwa 6—8%, plotzlich in die Horizontale umbiegen ; 
bei Rohrzucker finden wir wiederum eine leichte Zunahme der Aufsittigung 
mit abnehmender Konzentration, die bei Traubenzucker véllig fehlt, es 
diirfte wohl wiederum der ,,Verstopfungseffekt“‘ (s.o.) mitspielen. Bei 
diesem Wassergehalt hat offenbar, wie bereits oben ausgefiihrt, die nach- 
strémende Zuckerlésung das GefaSwasser vollig ersetzt, so daB sie an die 
Protoplastenoberflache gelangt ist ; eine weitere Aufnahme von Zuckerlésung 
ist bei den geringen Saugkraften naturgemaB nicht mehr méglich, wodurch 
die Aufnahme plotzlich stillsteht. Es miissen sich demnach etwa 6% des bei 
voller Sattigung vorhandenen Wassers in den GefiSen und Membran- 
Intermizellarraumen befunden haben, ein Wert, der mit dem im Jahres- 
durchschnitt erhaltenen Wert von etwa 4,5—9% recht gut iibereinstimmt. 
In der Aufsattigung mit hypertonischen Lésungen scheint, soweit sich bis 
jetzt ergeben hat, ein methodischer Weg gegeben zu sein, die Menge des in 
den GefaBen und Membranhohlraumen befindlichen Wassers wenigstens an- 
naherungsweise zu bestimmen, was zweifellos von groBem physiologischem 
wie dkologischem Interesse sein diirfte. Inwieweit dieser Weg tatsichlich 
gangbar sein wird, sollen weitere, bereits in Angriff gnommene Versuche 
erweisen. 

Sowohl in Tab. 2 wie in Abb. 3 fallt das unterschiedliche Verhalten von 
Harnstoff besonders auf. In der m/10 Lésung ist der erreichte Sattigungs- 
wassergehalt im Jahresdurchschnitt sogar niedriger als bei Darbietung von 
Zuckerlésungen, in der stairker konzentrierten Lésung dagegen wird ein 
hoherer Sattigungswassergehalt erreicht. Dies zeigt deutlich auch die Harn- 
stoffkurve in Abb. 3; da8 das gleiche Verhalten auch im Jahresmittel auf- 
tritt, hebt es mit Sicherheit iiber einen reinen Zufall hinaus. Erhéhung des 
osmotischen Wertes der Zellen infolge Harnstoffendosmose reicht zur Er- 
klarung nicht aus; tritt wirklich Endosmose in nennenswertem MaBe auf, 
so miiBte dies auch schon in der n/10 Lésung der Fall sein; der Sattigungs- 
wert miiBte dann aber héher als fiir die gleiche Konzentration von Trauben- 
oder Rohrzucker liegen und sich eher dem Wasserwert naihern. Um so un- 
wahrscheinlicher ist es, daB das, was bei schwacher Konzentration nicht der 
Fall ist, bei den erheblich héheren osmotischen Gegenkriaften, die durch die 
n/2 Lésung ausgetibt werden, eintreten und zu einer Annaherung der Satti- 
gungswassergehalte an den Wasserwert (vgl. Jahresdurchschnittswerte 
Tab. 2) fiihren kénnte. Wenn wir beriicksichtigen, da8 Harnstoff stark 
quellungsfordernd wirkt, liegt die Annahme einer unmittelbaren Erhéhung 
der Quellung der Geriistsubstanzen wesentlich naiher. Die Aufsattigung 
wird dann nicht durch osmotisch aufgenommenes Wasser, sondern durch 
Quellungswasser, das vorzugsweise in den Membranen imbibiert vorliegt, 
verursacht; denn innerhalb der Zelle miissen sich beim Erreichen eines 
stationiren Endzustandes osmotisch und durch Quellungskrafte gebundenes 
Wasser das Gleichgewicht halten. Abhnliches miissen wir wohl in erster 
Linie fiir die Erhéhung der Sattigungswassergehalte unter dem EinfluB quel- 
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lungsférdernder Ionen annehmen; insbesondere ist z. B. die starke Erhdé- 
hung des Siattigungswassergehaltes nach Darbietung von KBr-Lésung 
(vgl. Tab. 1) sonst wohl kaum verstandlich. 


Aufsattigung zu verschiedener Jahreszeit 


Es wurde bereits mehrfach beobachtet, daB der Sattigungswassergehalt 
nicht das ganze Jahr tiber konstant ist und auch in kirzeren Intervallen 
schwanken kann. Miiller-Stoll beobachtete in den Wintermonaten ge- 
ringere Aufsittigung, wihrend Hartel (1936) an xerothermen Standort 
wihrend der sommerlichen Trockenheit eine Abnahme des Sattigungs- 
wassergehaltes feststellen konnte. Auch diese Anderungen sind nicht durch 
osmotische Krafte allein zu erklaren. Gerade am Xerothermstandort fallt 
das Minimum des Sattigungswassergehaltes mit hohen osmotischen Werten 
zusammen (Hartel 1936, Mayer 1953). Dasselbe Ergebnis brachte auch 
der Vergleich der Jahresgiinge von osmotischem Wert und Sattigungswasser- 
gehalt bei Hedera Helix. Wenn auch auf die jahrlichen Veranderungen in 
anderem Zusammenhang niher eingegangen werden soll, seien hier die Sat- 
tigungswassergehalte und die osmotischen Werte fiir die Winter- und Som- 
mermonate einander gegeniibergestellt. 


Tab. 3. Hedera Helix: Sdttigungswassergehalte und osmotische Werte zur Vegetationszeit 
und in der Vegetationsruhe. 


Sattigungswassergehalt Grenzplasmolyse- 


% Tr.-Gew. wert mol KNO, 
Sonnenblatter 


Mittel V—X.......... 2 0,51 
Mittel XI—IV 2 0,79 


Schattenblatter 
Mittel V—X.......... 310 0,50 


Mittel XI—IV 250 0,59 


Einem hohen osmotischen Wert entspricht also im Jahresgang ein durch- 
schnittlich niedriger Sattigungswassergehalt und umgekehrt, und zwar 
iibereinstimmend bei Sonnen- wie Schattenblattern. Es miissen also noch 
andere Umstinde fiir die Hohe des Sattigungswassergehaltes bestimmend 
sein. Nun ist aber gerade im Winterzustand das Plasma stiarker hydrati- 
siert, womit auch die héhere Frosthairte usw. zusammenhangt (Pisek und 
Larcher 1954), so daB hierin eine weitere starke Stiitze fiir die Vorstellung 
zu sehen ist, daB nicht nur osmotische, sondern auch Quellungskrafte fiir 
das Ausmaf der Aufsattigung maBgebend sind, wie auch bereits Ur- 
sprung und Blum (1947) betonen, ,,daB neben der osmotischen Saugkraft 
des Zellsaftes auch eine Quellungssaugkraft (des Zellinhaltes, von mir erg.) 
zu unterscheiden ist‘ (S. 510). Damit hangt sicherlich auch zusammen, 
daB im Winter bei Aufsaittigung in n/2 Harnstofflosung kein oder nur ein 
minimal héherer Wassergehalt gegeniiber Aufsaittigung in n/10 Lésung 
resultiert, wahrend dieser Anstieg trotz héherer Konzentration im Frih- 
jahr einer Wassermenge bis 14% des Sattigungswassergehaltes in Wasser 
betragen kann; im Winter sind die Kolloide bereits weitgehend hydratisiert 
und damit offenbar einer weiteren Quellung nicht mehr fahig. 





Uber die Aufsittigung abgeschnittener Blatter 207 


AbschlieBend soll noch ein Versuch mit Zusatz von Heteroauxin zur Auf- 
sittigungsfliissigkeit mitgeteilt werden. Es ist bekannt, da8 Wuchsstoffe 
die Dehnbarkeit der Zellwinde erhéhen; eine unmittelbare Erhéhung der 
Dehnbarkeit toter Zellwainde tritt zwar nur bei unphysiologisch hohen 
Konzentrationen des Wuchsstoffes auf, im allgemeinen mu8 wohl mit einer 
Zwischenschaltung des Plasmas gerechnet werden (vgl. Séding 1952). 
Jedenfalls haben wir aber in der Anwendung von Wuchsstoffen die Méglich- 
keit, die Zellwand ohne osmotische Nebeneffekte zu beeinflussen. Dabei 
ergibt sich unter der Einwirkung von 8-Indolylessigsiure eine deutliche 
Erhéhung des Sattigungswassergehaltes, wie folgende Werte zeigen. 


Tab. 4. Sdttigungswassergehalte bei Aufsdttigung von Heteroauxin-Lésungen 
(% Trockengewicht). 


H,O 10-4 10—3 HA. 
Hedera Helix 
junge Blatter... .322 327 381 
Syringa vulgaris ...288 308 316 
Tilia platyphyllos . .332 338 345 


Die Wuchsstoffwirkung nimmt demnach in bereits unphysiologisch hoher 
Konzentration deutlich zu, was méglicherweise doch auf eine direkte Wir- 
kung auf die Zellwand, ahnlich wie es bei toten Zellwanden der Fall ist, hin- 
deutet. Die wenigen bisher erhobenen Befunde lassen natiirlich noch keine 
weitergehenden Schliisse zu, sie fiigen sich aber doch gut in den Rahmen 
der auf Grund der iibrigen Aufsattigungsversuche entwickelten Vorstellung 
ein, daB nicht nur die osmotischen Krafte, sondern auch die Beschaffenheit 
der Zellwand (Quellbarkeit, Dehnbarkeit) fiir die Hohe des Sattigungs- 
wassergehaltes maBgebend ist. Damit sind aber auch jahreszeitlich be- 
dingte Schwankungen des Sattigungsgehaltes nicht nur erklarlich, sondern 
sogar zu erwarten. Uber diesbeziigliche Beobachtungen wird an anderer 
Stelle berichtet werden. 


Zusammenfassung 


1. Abgeschnittene Blatter, denen bei unterbundener Transpiration 
Elektrolytlésungen zur Aufsaittigung dargeboten werden, erreichen Satti- 
gungswassergehalte, die mit der Hydratationskraft der lonen (Kationen 
wie Anionen) parallel gehen und z. T. iiber den Sattigungswassergehalten 
der Kontrollen liegen. Mit osmotischen Veranderungen (Anatonose) sind 
die Unterschiede allein nicht zu erklaren. 

2. Der Sattigungswassergehalt ist pH-abhangig. Zwischen pH 5—7 ist 
er minimal und steigt nach beiden Seiten der pH-Skala an. Es finden sich 
auch zweigipflige Kurven der pH-Abhangigkeit, die auf Mitwirkung meh- 
rerer Komponenten bei der Aufsiattigung hindeuten. 

3. Bei Aufsaittigung mit Anelektrolyten wird der Wasserwert nicht er- 
reicht, doch vermégen die Blatter auch aus stark hypertonischen Zucker- 
lésungen so lange aufzusattigen, bis das in den GefaBen und Zellwanden vor- 
handene Wasser in die Zellen aufgenommen und durch die aufgesogene 
Zuckerlésung ersetzt ist. Der Endpunkt dieser Aufsaittigung ist weitgehend 
konzentrationsunabhangig. 
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4. Bei groBmolekularen Stoffen stellt sich ein geringerer Sattigungswas- 
sergehalt ein. Dies wird mit mehr oder weniger weitgehender Verstopfung 
der Intermizellarriume der Zellwande erklart. 

5. Heteroauxinlésungen fiihren zu hdheren Sattigungswassergehalten 
als bei Aufsittigung in reinem Wasser. Dies kann mit einer Zunahme der 
Dehnbarkeit der Zellwinde und damit verbundenem geringeremi Wand- 
druck erklirt werden. 

6. Es spielen demnach bei der Aufsattigung nicht nur die osmotischen 
Verhaltnisse in den Zellen und Geweben des Blattes eine Rolle, auch der 
Quellungszustand der Zellwinde iibt einen EinfluB auf die Hohe des Satti- 
gungswassergehaltes aus. Damit lassen sich auch jahreszeitlich bedingte, 
den osmotischen Werten entgegenlaufende Veranderungen der Sattigungs- 
wassergehalte weitgehend erklaren. 
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Le contact entre cellules irradiées favorise-t-il 
leur restauration? 


Par 


H. Galperin et M. Errera 


Laboratoire de Morphologie animale. Université libre de Bruxelles 
Avec 1 figure 
(Recu le 27 Septembre 1955) 


Si des bactéries (#. coli B) sonst irradiées (U. V.) sur boites de Petri et 
si ensuite elles sont mises & 37° pendant 1 heure, on constate que la plupart 
des bactéries isolées ne se sont plus allongées, alors que toutes celles qui 
faisaient partie, au moment de l’irradiation, d’un amas d’au moins 2—5 
bactéries ont, au contraire, grandi. [Il semble donc y avoir un effet réci- 
proque favorable des bactéries irradiées les unes sur les autres, 4 condition 
qu’elles soient suffisamment rapprochées (Delaporte). 

Cette intéressante observation de Delaporte pose le probléme de savoir 
si la restauration apparente est définitive, c’est-a-dire si les bactéries rede- 
viennent capables de se multiplier et de former des colonies. 

Pour répondre a cette question nous avons irradié des bactéries sur boites 
de Petri immédiatement aprés l’inoculation ou, aprés un certain nombre de 
générations, de maniére & avoir des amas de 2, 4, 8, etc. bactéries. Nos ré- 
sultats ont montré que, dans ces conditions, aucune restauration définitive 
n’avait lieu. 

Résultats expérimentaux 


Une souche stock de E.coli B est ensemencée sur un milieu liquide la 
veille de l’experience et les bactéries sont maintenues, par de nouvelles 
dilutions, en phase logarithmique. La suspension bactérienne est ensuite 
allongée a l’aide de milieu frais de maniére & avoir un nombre approprié de 
bactéries dans un volume de 0,1 cm; celles-ci sont ensemencées en surface 
de boites de Petri gélosées (0,8 g de Difco nutrient broth, 0,3 g de glucose, 
0,5 g de NaCl, 2 g d’agar Difco dans 100 cm? d’eau). Si on laisse les boites de 
Petri .4 l’étuve on peut compter périodiquement les bactéries en lavant, a 
l'aide d’une baguette de verre et & quatre reprises, la surface de la gélose 
avec du NaCl physiologique et en ensemencant la suspension bactérienne 
ainsi recueillie au sein de gélose fraiche fondue 4 50° C. De cette maniére il 
est possible de déterminer qu’il faut environ 50 minutes pour qu’une bac- 
térie se divise (Fig. 1). 
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Indépendamment on peut déterminer en irradiant les boites de Petri dés 
Vinoculation, qu’une dose d’U. V. de 110 ergs/mm? laisse 1 ou 2 bactéries 


survivantes pour-cent. 


Enfin, dans l’expérience proprement dite, on ensemence 4 boites de Petri 


avec environ 10.000 bactéries par boite 


ment (110 ergs/mm?) et on peut pré- 
sumer que dans cette série toutes 
les bactéries sont isolées les unes 
par rapport aux autres. 

Quatre autres boites de Petri sont 
ensemencées simultanément mais 
incubées pendant 50 minutes a 37° 
avant d’étre irradiées ; elles contien- 
dront done 2 fois plus de bactéries que 
dans lasérie 1 mais les bactéries seront 
par amas de 2. Quatre autres boites, 
ensemencées de 5 fois moins de bac- 
téries, sont laissées pendant 100 mi- 
nutes & 37° avant d’étre irradiées et 
quatre autres sont laissées pendant 
150 minutes dans |’étuve. Dans la 
série 3 les bactéries se seront divisées 
2 fois (amas de 4 bactéries) et dans la 


; celles-ci sont irradiées immédiate- 
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Fig. 1. 


série 4, 3 fois (amas de 8 bactéries). Les résultats de cette expé rience sont résu- 
més dans le tableau 1. Aprés l’irradiation les bactéries sont mises a l’obscurité. 


Tableau 1. 





- ree = RES 
a re ae Temps d’inocu-'| Nb. théorique |Nb. de bactéries Whi. dette: 


ets lation & 37° 
Serie | ensemencees 


(nb. decolonies) - 
tion 


| de bactéries au 
, avant lirradia- | moment de Vir- 


survivantes 
(chiffre théo- 
rique) 


nies trou- 


enti vées 
radiation 





12.000 


0 min. 


50 min. 


100 min. 


150 min. 


1 Comptées sur des boites contréle. 


12.000 ~ 120 
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Dans la série 4 on a donc irradié environ 2.400 amas de 8 bactéries ; s’il 
existait une restauration totale et définitive on devrait donc compter 2.400 
colonies ; on en trouve plut6t moins que le chiffre prévu pour une survie 
de 1%. Le méme raisonnement peut se faire sur les autres séries. Nous 
avons retrouvé sensiblement les mémes résultats au cours de deux autres 
expériences. I] semble donc que le contact entré bactéries lésées n’ait aucun 
effect favorable sur la survie des bactéries. 


Discussion des résultats 


Le fait que les bactéries irradiées en amas ne sont pas capables de se 
restaurer mutuellement n’infirme pas l’observation de Delaporte qui ne 
porte que sur l’allongement de la bactérie pendant |’heure qui suit l’irradia- 
tion. Il indique simplement que cette action réciproque ne concerne pas le 
pouvoir de reproduction des microorganismes, mais seulement la crois- 
sance. I] faut cependant noter une différence entre notre expérience et celle 
de Delaporte : ce dernier auteur ensemence des bactéries au repos et les 
irradie immédiatement alors que nous ensemengons des bactéries en phase 
de croissance et les irradions donc 4 une période de plus grande radiosensi- 
bilité (Stapleton). Nous pensons étre a l’abri d’une telle objection car nous 
avons utilisé un taux de survie de méme ordre de grandeur que celui utilisé 
par Delaporte. Il est probable que ce qu’observa Delaporte pour des 
amas de bactéries est semblable & ce qui se passe en culture liquide : dans 
ce cas, il semble que toutes les bactéries s’allongent simultanément pour 
former des filaments (Errera). Peut-étre le milieu liquide favorise-t-il la 
diffusion de constituants sains de bactéries intactes vers des bactéries lésées. 
Cependant il semble bien que méme si les filaments bactériens finissent par 
se fragmenter il reste fort douteux que sette fragmentation donne lieu a 
des bactéries dont toutes sont viables ou peuvent se multiplier indéfiniment ; 
certaines bactéries ainsi formées le sont probablement et il serait intéressant 
d’en déterminer la proportion ou de suivre, pendant un beaucoup plus grand 
nombre de générations que nous ne |’avions fait, la courbe de croissance de 
bactéries irradiées ; on pourrait ainsi déterminer le nombre de divisions que 
celles-ci sont encore capables d’effectuer avant de dégénérer. L’utilisation 
de cultures continues devrait pouvoir rendre de grands services dans la 
recherche d’agents capables de restaurer la durée de survie d’un clone 
bactérien. 

Summary 


It had been shown by Delaporte that close contact between irradiated 
bacteria favoured this immediate growth following the treatment. At- 
tempts made to find out if this favourable effect also included cell multi- 
plication were unsuccessfull. 
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Uber lokalisierte Karotinoidbildung und iiber Baueigen- 
tiimlichkeiten des Cyanophyceenprotoplasten 


Von 


Lothar Geitler, Wien 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 3. Dezember 1955) 


Die folgende Mitteilung bezweckt lediglich, die Aufmerksamkeit auf die 
kaum beachtete Erscheinung zu lenken, daB bei manchen Algen Karotinoide 
exzessiv und ortlich streng gebunden an bestimmte Teile des Proto- 
plasten auftreten. Zu einer physiologisch-funktionellen Deutung fehlen 
freilich noch alle Voraussetzungen. Dies gilt in gewissem Sinn allerdings 
fiir die Karotinoide titberhaupt, wenn man ihrem Auftreten eine allgemeine 
Bedeutung zuschreiben will. In der neuesten Zusammenfassung von Good- 
win heiBt es (S. 285): ““With regard to the occurence, distribution and identi- 
fication of carotenoids, the situation is very satisfactory but with regard to 
formation and function, knowledge is rudimentary.“ 

Die gleiche Sachlage ergibt sich aus dem Uberblick Paechs. Dabei gilt, 
jedenfalls fiir die Darstellung Goodwins, nicht einmal der Vordersatz 
uneingeschrinkt; denn es werden Angaben nicht verwertet, die in dem be- 
handelten Zusammenhang nicht unwichtig sind — sie sind wohl noch nicht 
zur allgemeinen Kenntnisnahme gelangt —, u. a. eben die im folgenden be- 
sprochenen, z.T. schon linger bekannten Tatsachen. Von lokalisierter 
Karotinoidbildung ist bei Goodwin nur im Zusammenhang mit Augen- 
flecken die Rede. 

Die Systematiker wissen seit langem, da8 bestimmte Arten von Spiro- 
taenia an den Enden des schraubigen Bandchromatophors und damit nahe 
den Enden der langgestreckten Zellen ,,rotbraune Punkte“ oder ,,K6pfchen“‘ 
besitzen oder die Enden ,,rétlich gefarbt‘‘ haben (vgl. z. B. Krieger). Die 
gleiche Erscheinung findet sich bei der Spirotaenia-artigen Closteriospira 
lemanensis (unver. Beob.). Es handelt sich in Wirklichkeit um ein orange- 
bis karminrotes Karotinoid (Blaufirbung mit H,SO,), das in Trépfchen, 
also an Ol gebunden, oder wohl auch kristallisiert auftritt und je nach dem 
Lebenszustand und damit der Teilungsfrequenz — offenbar kommt es auf 
das Verhaltnis von Assimilation und mineralischer Ernahrung an — in 
wechselnder Menge gebildet wird, aber immer streng lokalisiert und art- 
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spezifisch entsteht (Geitler 1944). Bei der Chromatophoren- und Zell- 
teilung wird es an dem neuen, jungen Zellende neu aufgebaut, im alten iiber- 
nommen. In der Hauptsache diirfte es dem gleichen physiologischen Form- 
wechsel unterliegen wie etwa das ,,Haimatochrom‘ von T'rentepohlia und 
Haematococcus, fiir welche neuerdings Droop bzw. Wurtz auf Grund er- 
nihrungsphysiologischer Versuche die eben angedeuteten Zusammenhinge 
und damit einen Antagonismus zwischen Teilungsfrequenz und Himato- 
chrombildung bestiatigt gefunden haben. Das gleiche Verhalten, d.h. Auf- 
treten des Himatochroms nach Art eines Reservestoffs, ergaben schon iltere 
Kulturversuche mit T'rentepohlia (Senn, Geitler 1923) und mit Dunaliella 
(Lerche). Es gibt auBerdem noch zahlreiche, wenn auch weniger auffal- 
lende, grundsitzlich analoge Faille von Bildung des Himatochroms nach 
Art eines Reservestoffs (Hremosphaera, Gloeodinium, Heterokonten, Equise- 
tum-Spore; Geitler 1930, 1937). 

Die Gleichsetzung von Hamatochrom und Karotinoid, die Goodwin, 
aber auch Droop und Wurtz mehr oder weniger stillschweigend vornehmen, 
ist allerdings anfechtbar. Denn das 01 und der Farbstoff sind zweierlei, 
und wenn Ol gestapelt wird, miissen nicht auch Karotinoide entstehen, 
wie dies bei Haematococcus und T'rentepohlia der Fall ist. So gibt es von 
Botryococcus Braunii im gleichen Plankton — z. B. des GroBen Pléner Sees 
in Holstein — rote, himatochromfiihrende und griine, karotinoidloses Ol 
fiihrende Exemplare. [hr Auftreten im gleichen Milieu zeigt wohl auBerdem, 
daB besondere genotypische Faktoren bei der Karotinoidbildung mitspielen. 
Auf anderer Entwicklungshohe ergibt sich der gleiche Schlu8 aus dem Auf- 
treten von Rhodoxanthin in den Chloroplasten der Laubblatter verschie- 
dener Exemplare von Adoxa moschatellina: es gibt Pflanzen mit griinen und 
roten Blattern oder genauer mit friih oder erst spat ergriinenden Blattern 
(F. Weber); die Unterschiede sind offensichtlich nicht standorts- und milieu- 
bedingt, sondern werden — unbeschadet der Mitwirkung auBerer Faktoren, 
zu denen z. B. auch der Befall mit Puccinia gehort — genotypisch gesteuert ; 
dies ergibt sich aus dem Verhalten der Pflanzen in vegetativ entstandenen 
Kolonien (Geitler 1937)}. 

Mit der an die Chromatophorenenden und damit an die Enden langge- 
streckter Zellen gebundenen Karotinoidbildung der Spirotaenien und Ver- 
wandten auffallend iibereinstimmend ist das Verhalten der einzelligen 
Cyanophycee Dactylococcopsis linearis. Bei ihr tritt, trotz ginzlich anderer 
Organisation des Protoplasten, im Chromatoplasma, und zwar in den Enden 
der fast spindelf6rmigen Zellen lokalisiert, ein Karotinoid auf (Geitler 1943). 
Auch dieses zeigt bei seiner Bildung eine gewisse Abhingigkeit von der 
Teilungsfrequenz. Die Erscheinung gewinnt an Interesse dadurch, daB sich 


1 In Goodwins Darstellung fehlt die Behandlung dieses Gegenstandes iiberhaupt ; 
Adoxa, Selaginella und die entsprechenden ,,Karotinpflanzen“‘ unter den Aloinae wer- 
den nicht einmal erwahnt; auf Potamogeton wird nur (S. 19) als ,,einzige‘‘ Ausnahme 
des Auftretens von Rhodoxanthin in Laubblattern von Angiospermen hingewiesen, — 
es kime, heiBt es, sonst nur in Friichten vor; die irrtiimliche Behauptung beruht z. T. 
darauf, da8 Haworthia (S.17) als Gymnosperme angesehen wird. 
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auch bei gewissen langzelligen Oscillatoria-Arten die gleiche auf die Zellenden 
beschrankte lokalisierte Karotinoidbildung findet. Der Protoplast, in diesen 
Fallen ein bestimmter Abschnitt des Chromatoplasmas, muB an diesen Stel- 
len andere Fahigkeiten als an anderen besitzen; ahnlich wie auch der Chro- 
matophor der Spirotaenien und von Closteriospira lokale Unterschiede 
aufweisen muB?. 

Die eine der !okalisiert Karotinoid bildenden Oscillatorien fand sich im 
September dieses Jahres im seichten Litoral des Obersees bei Lunz (Nieder- 
ésterreich). Hier bildete sie ausgebreitete, schwarzlich-blaugriine Uber- 
zlige. Sie steht O. amphibia nahe, ist aber nicht mit ihr identisch. Die Breite 
der Trichome betrigt 1,5—2, selten bis 2,2 u, bei amphibia bis 2,5 u;* die 
Farbung ist blaB statt intensiv blaugriin; die bei amphibia in Einzahl an 
den Querwinden liegenden Cyanophycinkérner (Ektoplasten) fehlen oder 
treten in gréBerer Zahl und auch an den Langswinden auf; die Trichom- 
enden sind leicht schraubig, die Endzellen hakig gebogen, die Trichome 
rotieren um die Langsachse, — bei amphibia sind die Enden gerade und die 
Trichome kriechen ohne Rotation; schlieBlich unterscheiden sich die beiden 
Arten durch die Fahigkeit der lokalisierten Karotinoidbildung bzw. ihr 
Fehlen. Im iibrigen war das Material insofern nicht einheitlich, als sich un- 
ter der Hauptmenge der Trichome von 1,8—2 yu Breite auch schmilere und 
breitere befanden. Alle zusammen seien wegen ihrer sonstigen Uberein- 
stimmung als eine Art, Oscillatoria carotinosa, bezeichnet (Abb. 1); die 
systematische Beschreibung folgt an anderer Stelle (Ost. Bot. Z. 103, 1956). 

Das auffallendste Merkmal in frisch gesammeltem Rohmaterial besteht 
darin, daB an den Querwanden der in normaler Teilungsfrequenz befind- 
lichen und lebhaft kriechenden Trichome intensiv orangerote oder bei 
groBerer Dicke fast karminrote, stark lichtbrechende K6rper liegen, die 
zufolge ihres Aussehens und auf Grund der Blaufairbung mit H,SO, als 
ein Karotinoid anzusprechen sind. [hr Durchmesser schwankt je nach dem 
Alter der Querwand von eben erkennbar bis 0,5 u. Oft werden sie parallel 
zur Querwand in einer Richtung zu spindelférmigen Gebilden ausgezogen 
und kénnen bis fast 1 u lang werden. Sie erscheinen dann kantig und machen 
den Eindruck von Kristallen; eine sichere Beurteilung ist infolge ihrer ge- 
ringen GréBe schwierig; doch spricht dafiir, daB es sich um auskristallisiertes 
Karotinoid handelt, auch ihre intensive Farbung. Ihre Lage in der Zelle 
ist insofern festgelegt, als sie 1. immer unmittelbar oder nahe der Querwand 
entstehen und 2. hier nicht iiber die ganze Flache verteilt, sondern auf die 
Peripherie beschrankt sind. Im optischen Langsschnitt des Trichoms sieht 
man sie also in den Winkeln zwischen Quer- und Langswand liegen; bei 
langlicher Ausbildung erscheinen sie dann, da ihre Langsachse tangential 


2 In anderer Weise im Chromatophor lokalisierte Karotinoidbildung zeigen ge- 
wisse Bangiaceen, wie Chroothece (Pascher und Petrov4) und Porphyridium cruen- 
tum (Geitler 1944): hier sind es die zentralen, pyrenoidnahen Abschnitte, die sich rot 
farben. 

3 Die membranscheidenlosen Faden der hormogonalen Blaualgen werden iiblicher- 
weise als ,,Trichome“ bezeichnet. 
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liegt, im Querschnitt (Abb. 1g oben; in 1g unten im Filachenbild). In 
Abb. 1a—/ wurden die bei hoher und tiefer Einstellung im Mikroskop sicht- 
baren miteingezeichnet. Aus ihrer Lage folgt, daB sie in frisch entstandenen 
Trichomenden, deren urspriinglich interkalare Querwand kuppenfoérmig 
sich vorwolbt, nicht genau terminal, sondern subterminal liegen (Abb. 1a, 




















Abb. 1. Ende und mittlere Abschnitte verschieden breiter Trichome von Oscillatoria 

carotinosa; vom Zellinhalt sind nur — im kombinierten Lingsschnitt und Flaichenbild 

— die Karotinoidkérper eingezeichnet; a, b, f, g aus frischem Material, die anderen 

aus alteren Kulturen vor Eintritt von Desorganisationserscheinungen. — Nach 
dem Leben. 


b,d). Im iibrigen liegen auffallend oft, d. h. 6fter, als es dem Zufall ent- 
spriche, zwei solcher Karotinoidkérper zu beiden Seiten der Querwand 
einander gegentiber; diese nachst verwandten Areale des Protoplasten sind 
offenbar physiologisch homolog. Die Verteilung iiber die Linge des Tri- 
choms ist dagegen regellos; es besteht also keine lineare oder, wie zu er- 
warten ware, schraubige Anordnung (das Trichom bzw. seine Protoplasten 
miissen, zufolge der Rotationsbewegung, Schraubenbau besitzen). 
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Die distinkten Karotinoidansammlungen seien als ,,Karotinoidkérper‘ 
bezeichnet, da es nicht klar ist, ob sie eine lipoide Grundlage besitzen, also 
eine Art von ,,Himatochrom“ darstellen, oder kristallisiert vorliegen. 
Letzteres ist zufolge ihres Aussehens und zumindest fiir die spiteren Ent- 
wicklungsstadien das wahrscheinlichere. Deutliche Kristalle treten iibrigens 
in absterbenden Trichomen auf (vgl. weiter unten). Versuche, mittels OsO, 
Schwiarzung zu erzielen, miBlangen; es ergab sich nur eine schwache, wohl 
unspezifische Braunfairbung, es diirfte also kein Haimatochrom vorliegen. 

Entwicklungsgeschicht- 
lich betrachtet verhalten 
sich die Karotinoidkérper 
wie die analogen Bildun- 
gen bei Spirotaenien und 
Dactylococcopsis: bei der 
Zellteilung bleiben die vor- 
handenen erhalten, an der 
neuen Querwand werden 
neue gebildet, und zwar 
erst, nachdem die Wand 
ausgebildet ist. Es treten 
also niemals bereits vor 
der Teilung im Zellaquator 
Karotinoidkérper auf; da- 
gegen findet man junge 
Querwainde ohne Karoti- 
noidkérper. Entsprechend 
dem Teilungsschema von 
Oscillatoria — im idealen 
Fall synchrone Teilungen 
aller interkalaren Zellen — 
findet man an den Quer- 
winden abwechselnd star- Abb. 2. a—c Enden und mittlerer Abschnitt verschie- 
kere und schwiichere Bil- en breiter Trichome von Oscillatoria pseudacutissima 

a | ae mit wenigen Karotinoidkérpern (Fig. a etwas starker 
CE Tk See msi suka fo sich dor MaBetab 
bezieht; die Breite des Trichoms in Fig. a betrigt 
; : 1,8). d@ Ende eines Trichoms von Oscillatoria sp. 
dien rekonstruieren: zu- (brevis ahnlich) mit Gasvakuolen an der Peripherie 
nachst erkennt man an der Querwinde; kombiniertes Langsschnitt- und 
jeder Seite der Querwand Flachenbild. — Nach dem Leben. 
drei oder vier, also beid- 
seitig sechs bis acht kleine, orange bis rot gefairbte rundliche Kérper. Sie 
vergr6Bern sich weiterhin, wobei ihre Zahl auf zwei oder einen zuriickgeht. 
Solange sie in groBerer Zahl vorhanden sind, liegen sie auch z. T. in weiterem 
Abstand von der Querwand (Abb. 1/, oben). Als friihestes Anzeichen der 
Karotinoidbildung ist manchmal eine blaB orangegelb gefirbte ,,Wolke‘ 
zu erkennen. 

Im gleichen Material traten in geringer Zahl auch Faden einer deutlich 




















c 


pern. Dabei lassen sich 
folgende Entwicklungssta- 
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unterschiedenen Oscillatoria auf, die groBe Ahnlichkeit mit O. acutissima 
besaB und als pseudacutissima bezeichnet sei (Abb. 2a—c). Die Trichom- 
breite betrigt 1,3—1,5, selten bis 1,8 u, die Endzelle ist hakig abgebogen 
und deutlich verjiingt, an den Querwanden ist das Trichom leicht eingezogen ; 
die Farbe ist intensiv blaugriin, die Kriechbewegung mit Rotation ver- 
bunden. Auch diese Trichome bilden in gleicher Weise, jedoch in viel ge- 
ringerem AusmaB Karotinoidkérper. Sie treten fast immer nur in der Ein- 
zahl je Zelle auf, werden nicht an jeder oder jeder zweiten Querwand 
gebildet und fehlen in langeren Abschnitten manchmal iiberhaupt; sie 
bleiben auch immer sehr klein. 

Die lokalisierte Karotinoidbildung ist somit nicht auf eine einzige Art 
beschrinkt. Aus dem Auftreten von fiinf weiteren Oscillatoriaceen im 
gleichen Material (O. limosa, eine brevis nahestehende Art und drei Phormi- 
diwm-Arten aus der Verwandtschaft von Ph. fragile) folgt andererseits, daB 
nicht besondere, Karotinbildung tiberhaupt fordernde Bedingungen herrsch- 
ten; was allerdings nicht ausschlieBt, daB gerade die Arten carotinosa und 
pseudacutissima auf derartige Bedingungen starker als andere ansprechen. 

Um die Ursachen der Karotinoidbildung besser beurteilen zu kénnen, 
wurden Kulturversuche unternommen. Wider Erwarten und im Unterschied 
zu sonstigen Erfahrungen mit Oscillatorien miBlang die Dauerkultur von 
O. carotinosa. Zur Verwendung gelangte 1°/,iger und 2°/,iger Agar mit alkali- 
scher — und nebenbei auch mit saurer— Knop-Nahrlosung, ferner mit der von 
Drews fiir Blaualgenkulturen neuerdings angegebenen Nahrlésung und mit 
Mischungen dieser Losungen mit Erdlésung (in welcher gleichzeitig Hydro- 
dictyon mit bestem Erfolg kultiviert wurde). Das Ergebnis la8t sich kurz 
summarisch behandeln: nach Impfung mit dem Rohmaterial erfolgte zu- 
nachst Auskriechen, und es liefen vermutlich noch einige Tage Zellteilungen 
ab. Danach trat bei O. carotinosa Verfirbung von Blaugriin nach Graugriin 
und schlieBlich bei den meisten Trichomen nach schmutzig Gelblichgriin 
ein, in welchem Zustand sie auch bei Uberimpfung unter Einstellung der 
Kriechbewegung und der Teilungen verharrten. Nach zwei Monaten waren 
die Trichome teils mehr oder weniger desorganisiert, teils abgestorben und 
nur wenige waren im graugriinen Zustand annadhernd normal aussehend 
erhalten geblieben. O. pseudacutissima behielt ihre blaugriine Farbung, 
zeigte noch nach zwei Monaten Kriechbewegung und vielleicht auch Tei- 
lungen, aber keine wesentliche Vermehrung; infolge des sparlichen Aus- 
gangsmaterials war eine nahere Untersuchung zuniachst nicht médglich‘. 

Die Karotinoidkérper blieben bei Oscillatoria pseudacutissima in Kultur 
gegeniiber dem Ausgangsmaterial unverindert. Bei O. carotinosa behielten 
sie zunichst ebenfalls das gleiche Aussehen; mit zunehmender Verfairbung 
und besonders bei der nach 3—4 Wochen einsetzenden Gelbfairbung er- 
folgte Vermehrung und VergréBerung unter gleichbleibender peripherer 
Lage an den Querwanden (Abb. 1c—e). In desorganisierten, d. h. stark von 
Volutinkérpern erfiillten oder partiell vakuolisierten Protoplasten traten 
in der ganzen Zelle gréBere Kristallnadeln oder Gruppen solcher auf. 


4 Vgl. die ,,Anmerkung bei der Korrektur‘’ am Ende des Textes. 
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In den alteren Kulturen erfolgte in Trichomen von Oscillatoria carotinosa, 
die vermehrte Karotinoidbildung, aber noch keine eigentlichen Desorgani- 
sationserscheinungen aufwiesen, Bildung von Ektoplasten (Cyanophycin- 
kérnern), und zwar hauptsachlich an den Querwinden, in geringerer Zahl 
und in schwacherer Ausbildung auch an den Lingswinden. Im Ausgangs- 
material fehlten sie oder waren nur spirlich entwickelt. Die Ektoplasten der 
Cyanophyceen entsprechen in ihrem physiologischen Formwechsel unge- 
fahr der Stiirke anderer Algen. Thre Bildung in den Kulturen fiigt sich in 
das Bild ein, das man sich aus der nachlassenden Blaufarbung, den einge- 
schrankten oder sistierten Teilungen und der vermehrten Karotinoidbildung 
machen kann: die Pflanzen wuchsen unter gestértem Gleichgewicht zwi- 
schen Assimilation und mineralischer Ernaihrung. 

Aus den Kulturversuchen ergibt sich, da8 in gewissen Depressionszu- 
sténden, die sich in Teilungshemmung ohne zunichst letalen Ausgang 
auBern, Karotinoid im UberschuB gebildet wird; die Erscheinung ist von 
vielen Algen bekannt (vgl. z. B. das Rotwerden der Chromatophoren von 
Oedogonium; Geitler 1930). Nicht ergibt sich aber, ob bei optimalem 
Zellteilungswachstum die Karotinoidkérper zuriickgehen oder auch ganz 
verschwinden. Fir O. pseudacutissima wire dies anzunehmen, da die 
Karotinoidkérper schon bei normalem Wachstum im Freiland und in Kultur 
langeren Fadenabschnitten fehlen kénnen>. DaB umgekehrt ihr Vorkom- 
men in Freilandmaterial, auch bei O. carotinosa, nicht einfach die Folge 
schlechter Wachstumsbedingungen ist, laBt sich aus dem guten Lebens- 
zustand — der-sich auch in der blaugriinen Farbung ausdriickt — er- 
schlieBen. Die lokalisierte Karotinoidbildung ist also offenbar mit der bei 
Spiroteania und Dactylococcopsis gut vergleichbar: sie ist weitgehend kon- 
stitutionell bedingt, ihre tatsaichliche Auspragung unterliegt aber modi- 
fikativer Beeinflussung. Letztere im einzelnen zu verfolgen, steht aller- 
dings noch aus. 

Unabhangig vom Ausfall solcher Versuche zeigt die lokalisierte Karoti- 
noidbildung jedenfalls eine bestimmte physiologische Differenzierung inner- 
halb des Cyanophyceenprotoplasten an: an den Querwanden, und zwar an 
ihrer Peripherie, d. h. im Ende des Chromatoplasmas der Langswande, das 
an den Querwanden aussetzt oder sehr diinn wird, erfolgt ,,Ubersattigung“ 
mit Karotinoid®. Als Ursache laBt sich vermuten, da8 1. nur das Chromato- 
plasma tiberhaupt Karotinoide zu bilden vermag und daf 2. an den Zell- 
polen, das ist in diesem Fall an den Querwinden, der ,,embryonale“ Cha- 
rakter, den das Plasma um den Zellaiquator herum behialt, verlorengeht und 
einem Dauerzustand mit entsprechend geanderten zellphysiologischen 


5 Die Erfahrungen in Dauerkultur ergeben aber das Gegenteil (vgl. die ,,An- 
merkung bei der Korrektur‘‘). 

®* DaB das Chromatoplasma den Querwanden fehlt, erkennt man gut an Arten mit 
besonders deutlicher Ausbildung desselben beim Zerfall der Trichome an den sich vor- 
w6lbenden ehemaligen Querwiinden, so an groB- und breitzelligen Oscillatorien (vgl. 
Abb. la bei Geitler 1936) oder an kleinzelligen Phormidien mit besonders auffallend 
abgegrenztem Chromatoplasma, wie man sie phykoérythrinrot gefarbt in der Seen- 
tiefe findet. 
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Bedingungen Platz macht. Diese Bedingungen sind bei anderen Algen, 
wie T'rentepohlia oder Oedogonium u. a., unter entsprechenden Umstinden 
in der ganzen Zelle gegeben, d. h. die ganze Zelle befindet sich in einem Zu- 
stand der Teilungshemmung, wobei tibermaBige Karotinoidbildung ge- 
fordert wird. Bei den teilungsfaihigen Oscillatorien — und ebenso bei 
Spirotaenia und Dactylococcopsis — ist dieser Zustand an den Zellenden 
gegeben. Demnach diirfte es auch kein Zufall sein, daB diese Art der lokali- 
sierten Karotinoidbildung sich immer an langgestreckten Zellen findet 
(vgl. auch Geitler 1943). 

Die querwandnahen Abschnitte des Protoplasten zeigen, abgesehen von 
der Karotinoidbildung, bei Oscillatorien und z.T. auch in anderen Fa- 
milien vielfach Besonderheiten. Bei bestimmten Oscillatoria- und Phormi- 
dium-Arten treten an denselben Stellen wie bei den oben genannten Arten 
die Karotinoidkérper, also an der Peripherie der Querwande und nur hier, 
einzelne Gasvakuolen auf’. Die Erscheinung findet sich sowohl bei niedrig- 
zelligen, breitfadigen Arten (Abb. 2d) wie bei schmalfadigen, langzelligen 
(vgl. dazu die Abbildung von O. acutissima, Fig. 622d, bei Geitler 1930— 
1932)8. Bei starkerer Entwicklung werden sie, genau wie die Karotinoid- 
kérper, in tangentialer Richtung verbreitert (Abb. 2d). Die Ektoplasten, 
deren Bildung bei manchen Cyanophyceen streng an die Querwiande ge- 
bunden ist, bieten das bekannteste Beispiel fiir das abweichende physiolo- 
gische Verhalten der querwandnahen Protoplastenregion. Sie entstehen 
aber, wie erwahnt, nie peripher, sondern in der Mitte der Querwand. Ihre 
Bildung ist, wie schon Baumgartel hervorgehoben hatte, offenbar an die 
Oberfliche des Centroplasmas gebunden; hier entstehen sie auch in den 
Fallen, wenn sie an den Lingsseiten der Zellen gebildet werden. 


Zusammenfassung 


Die bei Spirotaenia-Arten, Closteriospira und Dactylococcopsis — durch- 
wegs Algen mit langgestreckten Zellen — vorkommende lokalisierte Karo- 
tinoidbildung in den Zellenden tritt in auffallender Weise auch bei bestimm- 
ten langzelligen Arten von Oscillatoria auf. 

Hier ist die exzessive Karotinoidbildung an die Peripherie der quer- 
wandnahen Region des Protoplasten gebunden, d. h. an die Stellen, wo das 
die Lingswinde bedeckende Chromatoplasma endigt und wo kein Zell- 
wachstum mehr stattfindet ; beides ist offenbar die Ursache dieser besonderen 
Lokalisierung: denn Karotinoide diirften nur im Chromatoplasma gebildet 
werden kénnen, andererseits herrschen in den ,,embryonalen‘‘ Abschnitten 
des Protoplasten in der Gegend des Zelliquators nicht die physiologischen 
Voraussetzungen fiir Karotinoidbildung. Die Zellenden befinden sich da- 
gegen in einer Art von Dauerzustand, sind also physiologisch vergleichbar 
mit ganzen Zellen anderer Algen, die bei Teilungshemmung als ganze ex- 


7 Bei anderen, vor allem planktonischen Arten mit starker Gasvakuolenbildung 
werden sie dagegen allseitig gebildet. 

8 Querwandstaindige Gasvakuolen fand auch Bécher bei Pseudanabaena (1949) 
und sogar bei dem einzelligen Synechococcus cedrorum (1946). 





Uber lokalisierte Karotinoidbildung und iiber Baueigentiimlichkeiten 221 


zessiv Karotinoide bilden. Es 1a8t sich daraus auch verstehen, weshalb 
diese Art lokalisierter Karotinoidbildung an langgestreckte Zellen gebun- 
den ist. 

Die Region der lokalisierten Karotinoidbildung ist gleichzeitig jene, in 
der bei bestimmten anderen Oscillatoria-Arten lokalisiert Gasvakuolen ent- 
stehen. Die Ektoplasten bedecken dagegen die mittlere Flaiche der Quer- 
wand, sofern sie tiberhaupt lokalisiert auftreten; auf jeden Fall entstehen 
sie an der Oberflaiche des Centroplasmas. 

Die Bildung der Karotinoidkérper diirfte bei den beschriebenen Arten 
genotypisch fixiert, aber in ihrer Auspriagung modifizierbar sein ; dabei spielt 
vermutlich die Verschiebung des Gleichgewichts von Assimilation und mine- 
ralischer Ernihrung die wesentliche Rolle. 


Anmerkung bei der Korrektur. 


Auf zwei Agarplatten trat Mitte Dezember spontane Anreicherung von 
Oscillatoria pseudacutissima ein. Die Art wurde abgeimpft und wiichst 
seither bei 14tagiger Uberimpfung auf alkalischem Knop-Agar iippig in 
Reinkultur (abgesehen von Bakterien). Die lebhaft kriechenden Faden 
bilden mit freiem Auge sichtbare, blaugriine Uberziige. Saimtliche Zellen 
enthalten Karotinoidkorper, u. zw. an jeder Seite der Querwand einen oder 
zwei; sie fehlen nur an den jiingsten, eben gebildeten Querwiinden. Die 
Karotinoidkoérper sind auch bei héchster Teilungsfrequenz wah- 
rend der ersten Tage nach der Uberimpfung vorhanden, allerdings durch- 
schnittlich etwas kleiner als in alteren Kulturen entwickelt. Die Dauer- 


kultur bestatigt also die Auffassung, daB die lokalisierte Karotinoidbildung 
weitgehend genotypisch fixiert, aber etwas modifizierbar ist. Fiir den 
gelegentlichen Ausfall der Karotinoidbildung im Ausgangsmaterial fehlt 
zunachst die Erklarung. — Eine lebende Probe wurde Herrn Prof. Dr. E. G. 
Pringsheim, Gottingen, zur Weiterkultur in seiner Sammlung iibersandt. 
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I. Einleitung 


Als Reaktion auf die Plasmolyse kommt es in vielen Pflanzenzellen zu auf- 
falligen groben Verlagerungen des Cytoplasmas und seiner Inhaltskérper. 
Die von Kister (1951) als Konfigurationen des Protoplasmas defi- 
nierten morphologischen Veranderungen sind mannigfacher Art. In sehr 
kurzer Zeit, schon unmittelbar vor oder bald nach dem Beginn der Plasmo- 
lyse, entstehen im Protoplasten oft eine groBe Anzahl feiner und feinster 
Plasmastrange, auch Plasmasepten, die scheinbar regellos die Vakuole durch- 
ziehen (Akermann 1915, Kiister 1918, 1927, 1929a u. v.a.). Betrachtet 
man den Protoplasten im optischen Querschnitt, so erblickt man das Bild 
eines Plasmanetzes, dessen réumliche Anordnung im Vakuolenraum oder 
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nur flachige an der Oberflaiche des Protoplasten im einen Falle treffender 
als Plasmaraumgitter und im anderen als Plasmanetz bezeichnet wird 
(Germ 1947). 

Eine auffallige Konfiguration ist die als Zentrierung (Germ 1932) be- 
zeichnete Plasmastrangbildung, die eine gewisse raumliche, radiiire An- 
ordnung der Plasmafaden erkennen lit und bei der als besonderes Merkmal 
die Wanderung des Zellenkernes in das Zentrum der Vakuole hinzutritt. Im 
optischen Querschnitt erscheint das Bild eines Rades, wobei der Kern die 
Nabe und die Plasmastrange die Speichen darstellen (von Héfler auch viel- 
fach als ,,Radspeichenstruktur“ bezeichnet). 

Bei normaler kraftiger Plasmolyse entsteht eine Anzahl von Bildern, 
die schlieBlich in eine der eindrucksvollsten Konfigurationen, die Systrophe 
des Protoplasmas, miinden. Von Kiister (1910) erstmalig beschrieben 
und von ihm sowie anderen immer wieder beobachtet und studiert, stellt 
diese Verlagerung einen echten Lebensvorgang dar, dessen Studium eine 
groBe Anzahl morphologischer und physiologischer Einzelheiten ergeben 
hat (Germ 1932/1933). Unter den morphologischen Details der Systrophe 
sei vor allem ein Endstadium erwahnt, das von Germ als Aussackung und 
von Lanz (1942) besser als Prolaps bezeichnet wurde. Bei diesem hart an der 
Grenze eines praimortalen Stadiums liegenden Vorgange wélbt sich das 
geballte Cytoplasma nach auBen vor. Wenn es in dieser Phase zum Tod des 
Protoplasten kommt, kann eine véllige Trennung des Cytoplasmas von der 
Vakuole eintreten. Daf aber auch diese Phase noch als eine intravitale 
betrachtet werden muB, zeigt der oft beobachtete Riickgang des Prolapses 
und die anschlieBende Auflésung der Systrophe durch aktive Stromung des 
Cytoplasmas. Die ausgeprigten Endstadien der Systrophe (Germs ,,per- 
fekte‘‘ Systrophe und der Prolaps) sind insofern besonders interessant, als 
am Rande oder innerhalb des systrophierten Plasmas Vorginge beobachtet 
wurden, die offenbar ,,strukturelle“ Veranderungen des Cytoplasmas 
beinhalten. Schon Kiister (1910, 1929a) beschreibt gewisse Schichtungen 
und Zonenbildungen des systrophierten Cytoplasmas. Sodann spricht 
z. B. Héfler von Rosettensystrophe (vgl. hiezu auch Schindler 1938 
und Kaiserlehner 1939) und versteht darunter die kranzformige Ansamm- 
lung von kleinen und kleinsten dicht gedrangten radiar gestreckten Vakuolen 
um das systrophierte Protoplasma. Diese Veraénderungen des systrophierten 
Cytoplasmas nach Plasmolyse in den Mittelpunkt der Betrachtungen ge- 
stellt zu haben, ist die Bedeutung einer Arbeit von I. Lanz (1942). Sie be- 
schaftigt sich ausfiihrlich mit dem Auftreten von hyalinen Plasmaan- 
teilen neben dem gekérnten im systrophierten Plasma. Die Phyllocactus- 
Bliitenzellen gaben ein besonders geeignetes Versuchsobjekt, um derartige 
strukturelle Veriinderungen des Cytoplasmas zu beobachten. 

Uber das Auftreten von Cytoplasmaanteilen verschiedener Licht- 
brechung liegt an sich eine groBe Zahl von Beobachtungen vor. Eine zu- 
sammenfassende Darstellung findet sich bei Kiister (1929a). Insbesondere 
wurden derartige Strukturverinderungen des Cytoplasmas nach verschie- 
dener Behandlung der Protoplaste, beim Auftreten von améboidem Plasma, 
bei der Entstehung von Myelinfiguren, Plasmazungen, Plasmatentakeln 
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und ahnlichen ,,Effigurationen“ beobachtet, wie Kiister derartige Cyto- 
plasmabilder benennt. Kiister (1932b) meinte, daB diese Effigurationen 
nicht als Produkte von Entmischungen des Cytoplasmas aufzufassen sind. 
Wir schlieBen uns dieser Meinung an und glauben, daB bei den erwihnten 
Erscheinungen vielfach ,,Entmengungen“ des Cytoplasmas vorliegen, wie 
bereits Balbach (1936) die Scheidung des Cytoplasmas in hyalines und ge- 
korntes bezeichnet hat. 

Da8B neben Entmengungen des Cytoplasmas noch andere Vorgiinge zu 
einer ,,Strukturinderung des Cytoplasmas fiihren kénnen, zeigt z. B. die 
Kappenplasmolyse (Héfler 1928, 1934, 1939), die bekannte Aufquellung 
des Cytoplasmas nach Saponinbehandlung u. dgl. m. Es mag aber nicht 
unwahrscheinlich sein, da auch bei diesen Vorgingen ,,Entmengungen‘ 
des Cytoplasmas vorkommen, wenn sie auch nicht im Vordergrunde des 
Erscheinungsbildes stehen. Da es tatsiichlich Entmengungen des Cy- 
toplasmas, reversible und intravitale, gibt, soll unsere vorliegende 
Studie weiter erhairten. Der scheinbar noch ungeklarten Situation, inwieweit 
es sich beim Auftreten von hyalinem neben gekérntem Cytoplasma im Pro- 
toplasten um echte Entmengungen oder um andere Vorgiinge handelt, Rech- 
nung tragend, wollen wir im folgenden weder von Entmengungen noch von 
Strukturainderungen sprechen, sondern wiahlen hiefiir einen neutralen Aus- 
druck und sprechen von Cytoplasma-Differenzierungen. Er wird also 
iiberall dort angewendet, wo in einem Protoplasten zwischen den Anteilen 


des Cytoplasmas vor allem in der Lichtbrechung ein relativer Unterschied zu 
erkennen ist. 


II. Das Versuchsobjekt und methodische Bemerkungen 


Bei orientierenden Versuchen fanden wir verschiedene Objekte, die nach 
Plasmolyse Differenzierungen des Cytoplasmas zeigten. Neben Liliwm 
martagon, Bellis perennis, Allium ursinum sowie Pastinaca sativa fielen uns 
besonders Hedera helix und Cyclamen-Arten auf. Die beiden letztgenannten 
Gattungen zeigten nach Plasmolyse in den Grundgewebszellen der Blatt- 
stiele auBerhalb des stark gekérnten Klumpens von systrophiertem Plasma 
besonders auffallige linsenférmige hyaline Cytoplasma-Ballen. An beiden 
Objekten waren weiters kugelige Ballungen von hyalinem Plasma an der 
Systrophe zu beobachten. Auch gewisse Strukturbilder der Systrophe, 
die auf der Scheidung von Kérner- und Hyaloplasma beruhen, waren bei 
beiden Objekten in gleicher Weise anzutreffen. 

Da8 wir uns schlieBlich bei unseren Versuchen fiir die Gattung Cyclamen 
entschieden, hatte seinen Grund darin, daB diese Gattung sich als wesent- 
lich ,,reaktionswilliger“ wahrend des ganzen Jahres erwies, wihrend z. B. 
Hedera offenbar nur in einer bestimmten Vegetationsentwicklung (an Blatt- 
stielen mittleren Alters) Plasma-Differenzierungen erkennen lie’. AuBer 
Cyclamen europaeum, das uns fast das ganze Jahr aus den Waldern rings um 
Wien zur Verfiigung stand, beniitzten wir als Versuchsobjekte noch hie und 
da C. persicum und C. graecum. Daneben standen uns Blatter einer als 
C. ,,saldense‘‘ bezeichneten Art aus dem Botanischen Garten in Wien 
zur Verfiigung. Diese Art zeigte besonders auffallige Zellsaftentmischun- 
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gen, auf die wir kursorisch am Ende unserer Versuche zu _ sprechen 
kommen. 

Es erscheint notwendig zu bemerken, daB die im folgenden beschriebenen Differen- 
zierungen Reaktionen sind, die bei unseren Objekten nicht immer mit absoluter Sicher- 
heit auftreten. Jedweder Versuch, die Reaktionswilligkeit auf die Versuchsbedingun- 
gen oder auf die Individuen, den Standort, die Ernaihrungsbedingungen u. dgl. m. 
zuriackzufiihren, schlug bisher fehl. Eine nicht naher definierbare ,,Stimmung“ der 
Pflanzen ist vorderhand die einzige Auskunft, die wir tiber die Reaktionswilligkeit 
geben kénnen. Von den bereits bekannten Objekten, die Plasmadifferenzierungen 
zeigen (vgl. Zusammenstellung bei Kiister 1951), und aus der Reihe der von uns ge- 
priiften Pflanzen stellt Cyclamen europaeum aber doch das beste und zuverliassigste 
Versuchsobjekt dar. 

Wir arbeiteten vor allem mit Blatt-, seltener mit Bliitenstielen. Die Blatter wurden 
sorgfaltig abgepfliickt, wobei darauf geachtet wurde, ein gewaltsames AbreiBen der 
oft weit unter dem Rohhumus verborgenen Blattstiele zu vermeiden. GroBer Wert 
wurde darauf gelegt, die Pflanzenteile méglichst feucht zu erhalten, um ein Welken 
zu verhindern. Untersucht wurden Blattstiele jeden Alters, wobei sich meist die alteren 
Blatter als fiir unsere Versuche geeigneter erwiesen. Kraftige und lange Stiele wurden 
natirlich bevorzugt. Besonders gut eigneten sich Blattstiele, deren basale Teile etwas 
langer sind und im Bodenbelag dahinkriechen. Es wurden Liangsschnitte tiber die 
ganze Breite des Stengels hergestellt, so daB ein Schnitt auBer dem Rindenparenchym 
noch GefaBbiindel und gelegentlich auch Markzellen aufwies. Die Schnitte hatten eine 
Dicke von zwei bis drei unverletzten Zellagen. Entsprechend der mehr oder minder 
intensiven Rotfarbung des Stengels enthalt das Rindenparenchym zahlreiche bis wenige 
anthokyanhiltige Zellen. 

Unsere Beobachtungen wurden fast immer an den Zellen des Rindenparenchyms 
angestellt. Dieses zeichnet sich durch verhaltnismaBig groBe, im Lingsschnitt meist 
regelmaBig rechteckige Zellen aus, deren Breiten- und Langenverhaltnis jedoch in 
den einzelnen Bereichen des Stieles verschieden ist. Die Zellen weisen volumsmaBig 
viel Cytoplasma auf, das in unbehandelten Zellen keine Besonderheiten zeigt; es ist 
gut sichtbar, gleichmaBig gekérnt und zeigt fast immer nach dem Schneiden eine 
schwache Strémung. Irgendwelche besondere Konfigurationen sind in unbehandelten 
Schnitten selten und beschranken sich auf wenige Plasmafiden. Die Chloroplasten 
sind scheibchenférmig; sie sind im basalen Teil des Blattstieles meist kleiner als in der 
Mitte. Der Zellkern besitzt kugelige bis spindelférmige Gestalt, ist aber in nicht be- 
handelten Zellen selten gut sichtbar. Als sonstige Zellinhaltskérper findet man 
Starkek6érner, die gelegentlich so zahlreich auftreten, daB eine genaue Beobachtung 
des Cytoplasmas unmdglich wird; saémtliche Beobachtungen sind demgema8. an 
starkefreien oder stirkearmen Zellen gemacht worden. Die hiaufig auftretenden 
Trépfchen fetter Ole bildeten sich in den Zellen erst dann, wenn die Schnitte 
einige Tage im Plasmolytikum oder im Wasser gelegen waren. Fast immer war es 
der besseren Beobachtung wegen notwendig, die Schnitte zu entliiften. Als Plasmo- 
lytika wurden NaCl, CaCl,, KCl, KNO,, Ca(NO,),, Harnstoff, Erythrit, Lavulose 
und Dextrose in volumnormalen Lésungen verwendet. 


III. Versuche 
1. Die Strukturen der Systrophe bei Cyclamen 


Die Plasmasystrophe nach Plasmolyse ist, wie bekannt, eine allgemeine 
und weit verbreitete Reaktion im Stamme der Cormophyten. So zeigen 
denn auch die Grundgewebszellen des Blattstieles von Cyclamen-Arten bei 
entsprechenden Plasmolysegraden nach langerer oder kiirzerer Zeit Sy- 
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strophe. Wir unterscheiden hiebei nach dem Verlaufe der Kontraktion 
zwei Haupttypen. In dem einen Falle sammelt sich das Plasma oberflach- 
lich am Protoplasten. Beim zweiten Typus entstehen zuerst eine Anzahl 
von Plasmastringen (Raumgitter), an denen der Kern in die Vakuole wan- 
dert (Zentrierung). Spater nahert sich der Kern wieder der Protoplasten- 
oberflaiche und ,,...das Plasma samt Inhaltskérpern strémt wie in einem 
Trichter zum Kern (Sammlung) (Germ 1932, p. 273). SchlieBlich ballt 
sich das Plasma zu einer kompakten Masse zusammen (perfekte Systrophe). 

Beide Typen — der jeweilige Verlauf nach Typus I oder Typus II hingt 
vom stiirkeren oder geringeren Plasmolysegrad ab — zeigen auch die Cycla- 
men-Arten. Wahrend wir beim Typus ,,ohne Zentrierung‘‘ keine Besonder- 
heiten feststellen konnten, ergaben sich beim Typus ,,mit Zentrierung“ 
Abweichungen, die vor allem das Zusammenstrémen des Plasmas zur 
Systrophe betreffen. Ganz besonders auffallig sind aber jene Klumpen von 
perfekten Systrophen, die durch eine feine Verteilung von starker und weni- 
ger lichtbrechenden Anteilen differenziert erscheinen. 

Legt man Blattstielschnitte der genannten Cyclamen-Arten in eine mabig 
hypertonische Lésung, etwa in 0,40 mol CaCl,, so kommt es bald nach dem 
Eintritt der Plasmolyse zur Ausbildung eines mehr oder weniger dichten 
und derben Plasma-Raumgitters. Betrachtet man die Plasmastringe ge- 
nauer, so sieht man, daB sie zum GroBteil nicht aus einem einzelnen Plasma- 
faden bestehen, sondern sich aus mehreren nebeneinander liegenden 
Faden zusammensetzen. Auffallend ist nun, daB diese feinen Einzelfaiden 
niemals miteinander verschmelzen, sondern héchstens durch ganz zarte 
Queranastomosen, die sich in verschieden groBen Abstinden an den 
nebeneinanderliegenden Faden ausbilden, miteinander in Verbindung 
stehen. In weiterer Folge vollzieht sich nach iibereinstimmenden Angaben 
von Kiister (1910b) und Germ (1932) jedenfalls bei vielen Objekten die 
Systrophe des Plasmas in der Art, daB dieses zum Kern strémt und hier 
scheinbar zu einer einheitlichen Masse geballt wird. Irgendwelche ,,Struk- 
turen‘‘ der Systrophe bildeten sich dann spiater aus dieser formlosen Masse 
aus. — Bei unserem Objekt konnten wir eine andere Art der Sammlung 
des Plasmas beobachten: Die Plasmastrainge naihern sich dem Kern und 
bleiben dort — selbst bei dichter Ballung — noch als solche erhalten. Ent- 
sprechend ihrer Lage um den Kern und der Ausbildung sowie Anordnung 
der Queranastomosen bzw. dem Verhalten der Plasmagrenzschichten kommt 
es zu verschiedenen ,,Strukturen“ der Systrophen, die wir als konzen- 
teische, reticulare und radiare bezeichnen wollen. 


a) Konzentrische Struktur 


Verfolgt man die Plasmafiden bei der Ansammlung zur Systrophe, so 
zeigt sich, daB diese mit ihrer Breitseite zam Kern bewegt werden und sich 
dann Faden um Faden konzentrisch um diesen anlegen (Abb. 11). Bei lockerer 
Systrophe lassen sich die einzelnen Plasmafaden noch deutlich erkennen. 


1 Bei dieser und allen folgenden Abbildungen handelt es sich immer um 
Grundgewebszellen von Cyclamen europaeum. 
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Sie liegen ziemlich eng nebeneinander und stehen wie die einzelnen Plasma- 
fiden in den Stringen durch zarte Queranastomosen miteinander in Ver- 
bindung. Diese sind so angeordnet, da die nunmehr zerteilten Saftraume 
wie winzig kleine Vakuolen zwischen ihnen ausgespart bleiben. 

Bei mittlerer VergréBerung (540 x) sind die Saftriume nur als dunkle, 
kurze Striche zu sehen. Einen besseren AufschluB gibt eine Betrachtung mit 
ImmersionsvergréBerung. Man sieht dann deutlich, daB die Teilvakuolen 
in der Richtung der Faden gestreckt sind, wodurch der Eindruck der 
konzentrischen ,,Struktur’‘ erweckt wird. Beim allmahlich festeren Zusam- 
menschlieBen der Plasmafiden zu einer ,,perfekten Systrophe“ sind die 
einzelnen Faden natiirlich schlechter zu erkennen, so daB beim fliichtigen 
Ansehen solch einer Systrophe leicht der Eindruck entsteht, da8 es sich um 
eine homogene Masse handelt, in der dunkle Mikrosomen liegen. 

DaB es aber dennoch zu keiner volligen Verschmelzung der einzelnen 
Plasmafiden kommt, zeigt die Auflésung einer derartigen Systrophe, wie 
sie bei linger andauernder Plasmolyse von selber eintritt (vgl. Germ 1932), 














Abb. 1. Konzentrische Struktur der Systrophe. Grundgewebs- 
zelle von Cyclamen europaeum in 0,45 mol CaCl,. 


oder wie man sie in kurzer Zeit nach dem Perfektwerden der Systrophe noch 
leicht durch vorsichtige Deplasmolyse des Protoplasten erreichen kann: 
mit der allmahlichen Auflockerung der Systrophe tritt namlich die 
konzentrische Anordnung der Plasmastringe wieder sehr deutlich 
hervor. 
b) Reticuldére Struktur 

Nicht immer ist die vorher beschriebene Struktur der Systrophe so deut- 
lich ausgeprigt, daB sie als konzentrisch bezeichaeu \. ~den kann. Entweder 
erfolgt von Anfang «3 ein unregélmifsiges Aneinanderlegen der Plasma- 
faden oder aber eir ~ ~:fangs streng konzentrische Struktur wird nachtrig- 
lich unregelmafBig, +" .m Falle veriindern die zwischen den Queranasto- 
mosen eingesehto. <a...» akuolon ihre Form und auch ihre GréBe. Die vor- 
dem konzentris-ue Sirukivur wird vcticulair. Die tangentiale Richtung 
der Plasmafaden ixi darn kaum mehr wahrzunehmen. Bei verschiedenem 
optischem Querschnitt durch die Systrophe ist zu erkennen, daB der ganze 
Systropheklumpen wabig durchkliftet ist (Abb. 2). 

Wahrend die beiden vorher beschriebenen Strukturen, insbesondere die 
konzentrische, am hiufigsten zu beobachten sind, stellt die nun folgende 
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radiare Struktur einen seltener auftretenden Typus dar. Doch die Auf- 
lésungsbilder dieser Art von Systrophe, die wir bei den anderen Typen 








—— 








Abb. 2. Reticulare Struktur der Systrophe (0,40 mol CaCl,). 


kaum beobachten konnten, rechtfertigen die ausfiihrlichere Darstellung. 
Sie fiihren zum Hauptthema unserer Arbeit hin. 


c) Radidére Struktur 


Im Endstadium sieht die radiére Struktur der als ,,Rosettensystrophe“ 
beschriebenen Plasmaballung auSerordentlich ahnlich (vgl. Abbildungen 
bei Schindler 1938 und Houska 1941). 

Wie bei der konzentrischen Struktur die einzelnen Plasmafiden tangen- 
tial und kreisbogenformig um den Zellkern gelagert sind, so erstrecken sie 
sich bei diesem Typus in radialer Richtung zum Zellkern. Auch bei dieser 

Anordnung verschmelzen 
die einzelnen Plasmafiaden 
nicht miteinander. Durch 
die Bildung von zarten 

Queranastomosen treten 
zwischen den anfangs eng 

nebeneinander liegenden 
Plasmafaiden winzig kleine 
in radialer Richtung ge- 
streckte Vakuolen in Er- 
scheinung. Diese Vakuolen Abb. 3. Radiare Struktur der Systrophe 
kénnen so schmal und ab- eynroe (0,60 mol CaCl,). 
geplattet sein, daB sig jum 4 foo 3 
mehr auszunehmen. sind. und die. Steud 3 nur + vie als_radiare Striche- 
lung oder Faserung zu sehen ist.(Abb. 3), - 5 fs 

Die Struktur erstreckt sich nicht. immer iiber dgyi{) .izen Diaaehahbiniigite 
sie beschrankt sich manchmal iiber eine mehr ied naveniger..breite Rand- 
zone. Wir konnten auch Systrophen beobachten; deren Rayder eine Radiar- 
struktur aufwiesen, wahrend gegen die Mitte zu eine konzentrische Struktur 
ausgebildet war. Auch vollig ,,strukturlose“ Innenzonen waren zu sehen. 

Dieser eben beschriebene Typus der Radiarstruktur zeigt Ahnlichkeit 
mit der von Lanz (1942) an Phyllocactus beobachteten ,,radialen Rand- 
struktur“. Lanz nimmt an, daB es sich dabei um ,,... sehr schmale, re- 
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gelmaiBig nebeneinander liegende, radial orientierte Vakuolen und die sie 
trennenden Plasma-Lamellen .. .“* handelt (p. 468). 

Wir haben nun versucht, die enge Struktur aufzulockern, um iiber das 
Vorhandensein der Queranastomosen und die vakuoligen Gebilde besser 
Aufschlu8 zu erhalten. Es gelingt dies mitunter, wenn man durch eine 
etwas niedrigere Konzentration des Plasmolytikums eine partielle Desplas- 
molyse einleitet. Die winzigen Vakuolen vergroBern sich dann und treten 
insbesondere an der Peripherie der Systrophe als kugelige Gebilde in 
Erscheinung. Nach Ubertragung des Schnittes in die konzentriertere 
Lésung werden die Vakuolen wieder kleiner und es erscheint neuerlich das 
Bild einer eng geballten, radiir strukturierten Systrophe. 

Ein augenblickliches und besonderes eindrucksvolles Verschwinden der 
radidren Struktur durch VergréBerung, vermutlich teilweises Verschmelzen 
und Abkugeln der Vakuolen kann man durch nachtraglichen Zusatz von 
Athylather erreichen. Hiezu folgender Versuch: 

Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 20/22/10) 

Schnitt 25 Stunden in 0,60 KCl, vorher 6 Stunden gewissert. Gleichzeitige Be- 
obachtung mehrerer bestimmter Protoplaste. Temperatur = 18° C. 

Zu Beginn der Beobachtung: Plasmolyse, perfekte Systrophen mit ganz feinen Ra- 
diarstrukturen. 

Unter dem Deckglas wird eine 0,60 KCl-Lésung mit 1% Ather durchgesaugt. 

Nach 15 Minuten: Die winzigen Vakuolen in den Systrophen haben sich in allen 
Protoplasten vergréBert. Die Radiarstrukturen sind dadurch sehr unregelma Big 
geworden oder iiberhaupt nicht mehr zu erkennen. Der Schnitt wird wieder in 
eine atherfreie KCl-Lésung tibertragen. 

Nach 20 Stunden: Die Radiarstrukturen sind in fast allen Protoplasten wieder in 
Erscheinung getreten. Dem Schnitt wird abermals Ather zugesetzt. 

Nach 20 Stunden, 5 Minuten: Die radiairen Strukturen sind durch VergréBerung 
und Abkugelung der Vakuolen wieder verschwunden. 

Nach 20 Stunden, 30 Minuten: Keine Veranderung! Der Schnitt wird wieder in 
reines Plasmolytikum iibertragen. 

Nach 21 Stunden, 30 Minuten: Die meisten Systrophen zeigen wieder radiare Struk- 
tur. 

Wie der vorher angefiihrte Versuch zeigt, gelingt es demnach mehrmals, 
die Radiairstruktur in eine wabige Struktur mit abgekugelten Vakuolen und 
wieder zuriick in eine Radiarstruktur zu verwandeln. Alle Vorginge sind 
demnach zweifelsohne als in vivo sich vollziehende zu betrachten. 


d) Auflésungsformen der radidren Systrophen 


LaBt man Schnitte von Cyclamen-Blattstielen ungestért und langere 
Zeit im Plasmolytikum liegen, so erfolgt in der Regel allmahlich eine Auf- 
lockerung des radiar strukturierten Systropheklumpens. Es entstehen ling- 
lich gestreckte Vakuolen, wobei vorerst die radiare Struktur noch keines- 
wegs verlorengeht. Betrachtet man dieses Stadium der Systrophe in der 
Aufsicht, so findet man, in gleicher Art wie friiher die Plasmafiden, nun die 
nebeneinanderliegenden Vakuolen in radialer Richtung gestreckt. Es 
lieB sich kaum entscheiden, ob diese langgestreckten Vakuolen infolge Ver- 
schmelzung der durch die zarten Querverbindungen getrennten winzigen 
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Vakuolen zustande kommen oder durch VergréSerung und Streckung der 
einzelnen kleinen Vakuolen. 

Die Beobachtung wird dadurch erschwert, daB die Vakuolen bei Cyclamen 
nicht, wie Schindler (1938) bei Alliwm cepa beschreibt, einschichtig, son- 
dern in enger und abgeplatteter Anordnung vielschichtig im ganzen Sy- 
stropheklumpen auftreten und nur in der Randzone der Systrophe gréBer 
und lockerer werden. Nach lingerer Zeit, nach vielen Stunden, oft auch 
erst nach Tagen, erscheint dann die Systrophe von zahllosen Vakuolen iiber- 
sit. Ihre Anordnung ist mehr oder minder locker und sie sind offenbar be- 
strebt, kugelf6rmige Gestalt anzunehmen. Da aber die meisten der Vakuolen 
mit ihrem zentripetalen Ende vorderhand noch am Systropheklumpen 
haften, erfolgt eine Ausdehnung nur an ihrem freien, in den Zellsaftraum 
ragenden Ende, so daB sie ein lingliches, tropfenformiges Aussehen er- 
halten. Der sich verschmilernde zentripetale Teil fiihrt dabei eigenartig 
pendelnde Bewegungen aus. Einzelne Vakuolen zwangen sich aus dem 
Zusammenhang der anderen nach auBen (in den Zellsaftraum) durch und 
kugeln sich dann ab. Dabei kommt es zuweilen zu einer Loslésung von der 
Systrophe und die Vakuolen liegen frei im Zellsaftraum. 

Man kann diesen auf lange Zeit sich erstreckenden Vorgang in ganz 
kurzer Zeit sich abspielen sehen, wenn man dem auf dem Objekttrager 
liegenden Schnitt reines Wasser zusetzt. Man sieht zuerst, wie sich die 
feine Struktur von radialen Elementen in nunmehr deutlich als solche zu 
erkennende Vakuolen auflést. Sie sprudeln gleich Luftblasen aus einer 
Seifenldsung aus der Systrophe hervor und vergré8ern sich insbesondere 
an ihrem freien Ende, so da8 sie schlieBlich tropfenférmige Gestalt an- 


nehmen. Wenn man versucht, durch Ubertragen des Schnittes in das ur- 
spriingliche Plasmolytikum den Vorgang zu reversieren, so gelingt dies nicht 
vollkommen. Jene Vakuolen, die bereits ziemlich groB sind und an den be- 
weglichen Faden hin und her pendeln, reiBen dann meist ab und bleiben 
frei im Zellsaftraum liegen, waihrend die ,,Stiele“‘ der Vakuolen sich ver- 
kiirzen und wieder zu Strukturelementen der Systrophe werden. 


Was besonders bemerkenswert erscheint, ist die erwihnte Beweglich- 
keit der Vakuolen. Sie nimmt bei Konzentrationsinderungen des Plas- 
molytikums zu und kommt fast zum Stillstand, wenn die Konzentration 
lange gleich bleibt. Lanz (1942, p. 368) hat ganz ahnliche Bildungen von 
Vakuolen an Phyllocactus wahrgenommen und sie als_,,schlauchformig 
gestreckte Vakuolen, die ihre Form in lebhafter Unruhe stiandig wechseln 
lassen...“ beschrieben. Sie vermutete auch schon einen Zusammenhang 
zwischen den Vakuolen und Strukturbildern der Systrophe. 

Weiters beobachtete Lanz (1940) in Rotalgenzellen (Ceramium) Vakuolen, deren 
Bewegung sie als ,,Glitschbewegung“ bezeichnete. Hier wurden sie allerdings nicht am 
Systropheklumpen, sondern ohne Plasmolyse an den axialen Strangen und am peri- 
pheren Plasmawandbelag der Zellen gefunden. Kiister (1932a) hat solehe Vakuolen 
bei Spirogyra nach Zentrifugenbehandlung an der inneren Oberfliche der durch die 
Schleuderung verlagerten Plasmamasse erhalten. 

Wie schon erwahnt, zeigen die beweglichen Vakuolen die Tendenz, sich 
abzukugeln und von der Systrophe loszulésen. Nach entsprechend langem 
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Liegen der Schnitte im Plasmolytikum lést sich allmiahlich eine groBe An- 
zahl dieser Vakuolen los, und diese liegen-dann in mehr oder minder leb- 
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Abb. 4. Auflésung einer Systrophe mit radiarer 

Struktur; zwischen dem Beginn der Plasmolyse 

und dem Endstadium der Auflésung zu einer 

grobschaum:gen Konfiguration des Protopla- 

sten (rechts unten) waren insgesamt 5] Stun- 

den vergangen; der Schnitt lag ununter- 
brochen in 0,60 mol CaCl,. 


hafter ,,zitternder“ Bewegung im 
Aclsait; sievoriindern dabei dau- 
ernd ipre Gestalt von schlauch- 
fGrmig bis kugelig und. erinnern 
na die bekannien. Myelinfigu- 

‘~ tsters oder an die 
svhiauchiormigen Myelinformen 
des Zellsaftes von Allium cepa, 
die Gicklhorn (1932) nach Ver- 
seifung mit verdiinnter KOH er- 
zielen konnte. 

Mit der Umwandlung zu den 
zuletzt beschriebenen Formen 
haben die Vakuolen aber noch 
immer nicht ihr Endstadium er- 
reicht. Im Verlaufe von weiteren 
Stunden werden sie zu gréBeren 
Blasen umgebildet, die nach 
und nach den ganzen Proto- 
plasten erfiillen und diesem ein 
grobschaumiges Aussehen 
verleihen. Im weiteren Verlaufe 
platten sich die Blasen aneinan- 
der ab. Der Vakuolenraum ist 
dann in viele Kammern unter- 
teilt. Den gesamten Verlauf der 
Auflésung einer radiiren Struk- 
tur der Systrophe bis zu einem 
, grobschaumigen“ Protoplasten 
zeigt die Abb. 4. 

Nicht immer kommt es aber 
zu einer Loslésung der tropfen- 
formigen Vakuolen. Diese k6én- 
nen auch am Systropheklumpen 
hangenbleiben und von da aus in 
den Zellsaftraum gewissermaBen 
, hineinwachsen‘*‘ und ihn mit 
einer grobschaumigen Struktur 
erfiillen. Es ergibt sich dann 
folgendes Bild: Unmittelbar am 
Systropheklumpen sind die Bla- 
sen klein ; in weiterer Entfernung 
werden sie immer groBer und 


groBer, so da der Protoplast in seiner Gesamtheit eine grobschaumige 
Struktur aufweist, wobei aber die Kammerung entsprechend der Entfer- 
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nung vom Kern kleiner oder gréfer ist. Das Bild-einer derartigen Zelle zeigt 
die Abb. 5. Die Wande der Blasen sind-so wie alle bisher beschriebenen 
Vakuolenwande fast véllighyalin im Gegensatz zu dem immer noch vor- 
handenen, stark lichtbrechenden Systroph~’ pen. 

Im Ansch!n8‘an die Beschreibung dc: Radiairstruktur und deren Um- 
wandlung sollén die aufeinanderfolge hasen beim ungestérten Liegen 
eines Schnittes im -Plasmolytikam + id eines der zahlreichen durchge- 
fiihrten Versuche: gézeigt © : 

Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 6/9/10) 

Schnitt 23 Stunden in 0,60 mol CaCl,, vorher 18 Stunden gewassert. Beobachtung 
an einer Zelle. 

Zu Beginn: Plasmolyse, perfekte Systrophe, sehr feine Radiarstruktur. 

Nach 3 Stunden: Die zuerst kaum sichtbaren, durch Queranastomosen getrennten 
winzigen Vakuolen zwischen den Plasmafiden haben sich vergréBert. 


























Abb. 5. Prolaps mit grobschaumigem Protoplasten. 


Nach 7 Stunden: Die Vakuolen sind zum Teil miteinander verschmolzen, zum Teil 
haben sie sich noch mehr vergréBert und bilden langgestreckte, radiar gestellte 
Vakuolen. 

Nach 9 Stunden: Das starre Gefiige hat sich aufgelockert, wobei die Vakuolen 
tropfenférmige Gestalt annehmen. 

Nach 17 Stunden: Die Vakuolen haben sich vom Systropheklumpen abgelést. Sie 
besitzen kugel- bis schlauchférmige Gestalt und bewegen sich unruhig zitternd frei im 
Zellsaft. 


Nach 23 Stunden: Die Vakuolen haben sich vergréBert. Sie beriihren sich und be- 
ginnen sich abzuplatten. 

Nach 28 Stunden: Der Protoplast ist zur Ganze von einer aus den Vakuolen her- 
vorgegangenen grobschaumigen Struktur erfillt. 


AbschlieBend sei zu den Strukturen der Systrophe folgendes bemerkt: 
Von den hauptsichlich verwendeten Plasmolyticis NaCl, KNO,, CaCl,, 
Ca(NO,), und Zucker hat offenbar keines spezifischen EKinfluB auf die Art der 
Struktur. Die am haufigsten zu findende konzentrische Struktur tritt im 
Anfangsstadium der Systrophe fast immer auf, die reticulire Struktur, aber 
auch die radiire gehen des 6fteren aus ihr hervor. Bei der Ausbildung der 
Vakuolenwinde werden hyaline Anteile des Cytoplasmas von den stiarker 
lichtbrechenden abgetrennt. Beide Anteile zusammen sind wesentlich fiir 
das Zustandekommen der Systrophestrukturen. 
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Die Systrophestrukturen werden, wie noch bemerkt sei, durch die Stel- 
lung der Chromatophoren in den Plasmaballen unterstrichen. Sofern 
die Plastiden nicht ganz fest an den Kern angepreBt sind, ist ihre Lings- 
achse nach der Lage der Plasmafiden orientiert. Sie stehen also radial 
zum Kern bei einer Radiirstruktur und tangential bei konzentrischer 
Struktur. An der Lage der Chromatophoren ist daher schon bei schwacher 
VergréBerung die Art der Struktur zu erkennen. 


2. Hyaloplasma-Amében 


Unter dem Ausdruck ,,Plasma-Amében“ verstehen Kiister (1910, 
1932a, 1935a, 1937) und andere Autoren systrophische Haufungen des 
Cytoplasmas, die améboide Bewegungen ausfiihren. Die Bezeichnung 
ist also eine rein morphologische, auf die Bewegung bezugnehmende. Von 
einer amdboiden Bewegung wird in der Zellphysiologie im allgemeinen 
immer dann gesprochen, wenn eine von der Plasmastrémung abweichende 
Bewegung gekennzeichnet werden soll. Als erster verwendet K iihne (1864) 
den Ausdruck (,,vegetabilische Amében‘). 

Im folgenden geben wir eine kurze Ubersicht iiber einige Beobachtungen 
an Plasma-Amében, die ursachlich in spontane und induzierte ge- 
trennt werden. 

Spontane Plasma-Amében. Dazu gehéren die von Scharinger 
(1936) in Corollblattern von Delphinium cultorum beobachteten formlosen 
bis kugeligen, vom tibrigen Plasma abgetrennten Cytoplasmaanteile. Diese 
sind zum Teil vollkommen frei im Zellsaft sich bewegende, zum Teil noch 
durch diinne, ausgezogene Stiele mit dem wandstindigen Plasma oder dem 
,Anthocyankorper*‘ in Verbindung stehende Plasmatropfen. Das Plasma 
in den kugeligen Gebilden besitzt eine niedere Viskositaét. Das ist aus der 
lebhaften B. M. B. der in ihrem Innern befindlichen Oltropfen zu ersehen. 
AuBerdem zeigen die Plasmatropfen eine stindige Formveranderung, die 
in einer stark ,,;wogenden“ bzw. amdboiden Bewegung in Erscheinung tritt. 

Aus unseren eigenen Beobachtungen an diesem Objekt méchten wir nur 
hinzufiigen, da es durch die lebhafte Plasmastr6mung zu Ballungen und 
Stauungen in den Plasmastrangen kommt, die Plasmastringe dann abreiBen 
und dadurch Plasmatropfen in den Zellsaftraum kommen, die durch schein- 
baren Zufall an Plasmastriinge antreiben und dort wieder haften bleiben 
konnen. Wir haben weiters die Zellen mit Chrysoidin gefarbt und konnten 
zwischen den amdboiden Plasmatropfen und dem iibrigen Cytoplasma 
keinen Farbungsunterschied feststellen. Wir sind aus diesen und anderen 
Beobachtungen zur Uberzeugung gekommen, da8 die von Scharinger ge- 
fundenen amdboiden Plasmatropfen fliichtig abgetrennte Teile des tibrigen 
Cytoplasmas sind, die sich in keiner Weise von diesem unterscheiden. 

Amoboides Plasma in Form von systrophischen Ballungen im Wandbelag 
und frei schwimmenden Cytoplasmakugeln (,,Quecksilberamében“) im 
Zellsaft konnte auch Blaess (1941) im Gametenapparat von Phycomyces 
beobachten, nachdem schon Balbach (1937) darauf aufmerksam gemacht 
hatte. Ob dieses Plasma als ein vom iibrigen irgendwie verschiedenes anzu- 
sehen ist, gibt Blaess nicht an. In Zellen der reifen Tomatenfrucht konnte 
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Germ (1947) gleichfalls abgetrennte Cytoplasmakugeln beobachten, die in 
aihnlicher Weise wie bei Scharingers Objekt wogende Bewegung und 
leichte Verschmelzbarkeit mit dem iibrigen Plasma zeigten. 

Spontane ,,Plasma-Amében“ scheinen selten zu sein. In keinem Falle 
werden sie als vom tibrigen Plasma verschieden beschrieben. 

Induzierte Plasma-Amé6ben. Die Zahl von Beispielen fiir ,,Plasma- 
Amoben“, die experimentell erzeugt werden kénnen, ist gro8. Wir erwihnen 
Becker (1932), der nach Behandlung mit Methylenblau in den Staminal- 
haaren von T'radescantia virginica améboides Plasma beobachten konnte. 
Kiister (1935a) legte krankelndes Material von Spirogyra setiformis mehrere 
Tage in eiweiBreiche Losungen und sah dann an den Quer- und AuBenwin- 
den das gekérnte Plasma zu groBen améboiden Ballen sich sammeln. Greb 
(1936) behandelte Viola-Haare mit K-, Na- und Cu-Bichromatlésungen und 
erhielt amdboide Plasmalinsen. Weiters erhielt Kiister (1932a und 1937) 
Plasma-Am6ben in Spirogyra-Fiden nach Zentrifugenbehandlung (vgl. 
hiezu auch Toth, Graf und Richter 1943). Améboide Plasmatropfen 
durch Druck auf das Deckglas erhielt Kiister (1935) in den Zellen der 
Staminalhaare von T'radescantia virginica und (1939) als ,,Bryopsis-Plas- 
modien‘‘ — durch Zertriimmerung von Bryopsis-Individuen. 

SchlieBlich hat Kiister (1910) Plasma-Amében nach Plasmolyse in den 
Zellen des Stengelparenchyms von T'radescantia virginica, in den Zellen der 
Driisenhaare von Primula sinensis und in den Blattzellen von Elodea densa 
beobachtet. Beim letzten Objekt spricht er ausdriicklich davon, dab 
die Amében aus kérnigem Plasma bestehen, er nimmt aber an (p. 279), 
,--daB die Plasma-Amében gegen den Zellsaftraum durch eine diinne 
Lage von Hyaloplasma oder eine andersgeartete Hautschicht abgegrenzt 
sind‘‘. EKinen hyalinen Saum hat Kiister auch bei den schon erwaihnten 
Bryopsis-Amoében beobachtet. 

Rein hyalines Plasma erwaihnt Germ (1932, p. 613) bei Cyclamen 
europaeum, das sich nach Plasmolyse in 0,60 GM Rohrzucker in einzelnen 
Trépfchen vom iibrigen gekérnten Plasma absonderte. Zuletzt hat dann 
Lanz (1942) interessante Beobachtungen mitgeteilt. Sie beobachtete in 
den Zellen des Perigons von Phyllocactus hybridus nach Plasmolyse mit 
Ca(NOs;), neben der systrophischen Ballung der Hauptmasse des Cyto- 
plasmas schwach amdéboide ,,Hyalosystrophen™. Diese traten meist 
in der Einzahl in linsenfoérmiger Gestalt im Protoplasten auf. Das Entstehen 
des hyalinen Plasmas erklirt Lanz, nicht wie Pfeffer (1890) durch Ver- 
draingung der Granula, sondern ,,. . . als eine Beseitigung irgendwelcher Sus- 
pensionen durch Lésung oder Verquellung oder eine auf andere Weise 
erzielte Anderung ihres Lichtbrechungsvermégens“ (p. 404). 

Zusammenfassend wire festzuhalten, daB die induzierten Plasma- 
Amoben entweder als bloB abgetrennte Cytoplasmateile oder infolge 
ihres hyalinen Aussehens als vom itibrigen Plasma abweichende 
Gebilde beschrieben wurden. 

Im folgenden wollen wir unsere eigenen Beobachtungen iiber Plasma- 
Amoben bei Cyclamen schildern, die wir nach Plasmolyse erhielten und 
entsprechend ihrer Form in klumpenformige, schlierenfoérmige und linsen- 
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formige trennen. Vorweggenommen sei, daB alle Formen hyaline Ge- 
bilde sind. 
a) Klumpenférmige Hyaloplasma-Amében 

Legt man Schnitte von Cyclamen europaeum in eine plasmolysierende 
Lésung (z. B. von CaCl,), so erfolgt bald nach dem Konvexwerden der 
Protoplaste eine Ausbildung von Plasmafaden, die sich stiéndig vermehren 
und schlieBlich als mehr oder weniger dichtes Plasmaraumgitter die Proto- 
plaste durchziehen. Zellen mit diinnen Plasmafiden bieten nichts Auf- 
filliges. Sie zeigen deutliche Plasmastrémung und weisen ein stark ge- 
kérntes Plasma auf. Im weiteren Verlauf kommt es. bei entsprechender 
Konzentration zur Systrophe, die dann eine der im vorhergehenden Kapitel 
beschriebenen Strukturen aufweist. 

Wesentlich interessanter sind jene Zellen, die bald nach dem Beginn der 
Plasmolyse ein derbes Plasmaraumgitter zeigen. Solche Zellen sind 
entweder nur sporadisch in 
einem Schnitt zu finden, oder 
es weisen fast alle Zellen eines 
Schnittes das derbe Plasma- 
raumgitter auf. Zumeist ist 
es dann auch sehr dicht. Wah- 
rend in dem einen Fall, wo ein 
zartes Plasmagitter ausgebildet 
wird, die Strange ein stark ge- 
kérntes Plasma zeigen, enthal- 
ten die derben auffallend viel 























hyalines und glanzendes 
Plasma mit relativ wenig Mi- 
krosomen. 











Diese mikrosomenarmen 
Striinge verandern sich dau- 
ernd. Sie verbreitern sich, um 
gleich darauf wieder fadendiinn 
zu werden oder tiberhaupt zu 
verschwinden. Dafiir entstehen 
wieder neue an anderen Stellen. 

‘~ Pg Nach kurzer Zentrierung, so- 
Ss | _uohe—3 fern sie tiberhaupt erfolgt, wan- 
2 ba. . dert der Kern wieder an die 

YY —— 
Protoplastenwand und die Chlo- 
Abb. 6. Plasmaraumgitter und Bildung von roplasten sammeln sich um ihn. 
Hyaloplasma-Amében; in der unteren Zelle Ebenso sieht man, daB sich kér- 
wurde ein bestimmter optischer Querschnitt nige Plasmafiaden in gréBerer 
gezeichnet. Menge dem Kern anlagern, wo 
es bald zu einer meist konzen- 

trischen Struktur der Plasmaansammlung kommt. 

In diesem Stadium sind aufer dem im Wandbelag des Protoplasten lie- 

genden feineren Plasmanetz nur mehr einzelne sehr dicke, quer durch den 
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Protoplasten ziehende Plasmastringe zu beobachten, an denen knoten- 
artig verdickte, stark glanzende, hyaline Plasmaanhiufungen 
hangen. Es sind klumpenfoérmige Plasma-Amében (Abb. 6). Sie veraindern 
staindig ihre Form, flieBen ineinander, bilden Buchten und Vorwélbungen 
und kugeln sich ab, um im niachsten Augenblick wieder fadenférmig zu 
werden. Sie werden dabei sehr rasch weiterbewegt, was in erster Linie auf 
die allgemeine Zirkulationsstrémung zuriickzufiihren ist, welche die an den 
Faden hangenden Klumpen mitreiBt. Falls diese Amében mit einer Ausbuch- 
tung einen anderen Plasma- 
strang beriihren, flieBen sie oft r 
in diesen, und wenn dadurch SE pea 

mehrere Am6ben zusammen- 
flieBen, k6énnen _ besonders 
dicke, aber héchst labile Plas- 
mastrange entstehen. Die Be- 
wegung der Amdben ist nicht 
so wie die der Plasmastringe, 
die offensichtlich zum Kern 
strémen. Gelangen die Amében 
an die Protoplastenwand, so 
setzen sie dort ihre amdboide 
Bewegung fort. Die Anlagerung 
an der Protoplastenwand ist 
aber oft noch keine dauernde. 
Die Amédben flieBen in noch 
vorhandene Plasmastriange wie- 
der zuriick und es fehlt ihnen 
sozusagen Richtung und Ziel 
im Gegensatz zu den Plasma- 
strangen. 

Die klumpenférmigen Plas- 
ma-Amdében sind nicht immer 
leicht zu finden. [hre GroBe ist 
sehr verschieden ; von winzigen 2 
Trépfehen bis zu auffilligen Abb. 7. Lockere und perfekte Plasmasystrophe, 

Sica von schlierenférmigen Hyaloplasma-Amében um- 
groBen Klumpen, wie sie unsere geben (0,40 mol CaCi,) 
Abb. 6 zeigt, finden sich alle : wah 
Ubergiinge. AuBerdem sind sie oft nur ganz kurze Zeit (wenige Minuten lang) 
zu sehen. Sie treten am ehesten dann auf, wenn sich bereits ein GroBteil des 
kérnigen Plasmas um den Kern gesammelt hat und nur noch wenige Plasma- 
strange den Protoplasten durchziehen. 

Das Plasma dieser Amoében ist von dem der Plasmastringe manchmal 
nur wenig verschieden; es enthalt noch Mikrosomen und unterscheidet sich 
mehr oder minder nur durch die ziellose Bewegung im Protoplasten und das 
offensichtliche Unvermégen, sich zu straffen Plasmastrangen auszudehnen. 
Wenn die Plasmastrainge die Systrophe gebildet haben, bleiben die Amében 
in der Protoplastenwand, soweit sie eben mit den Plasmastringen mitge- 
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zogen wurden, zuriick. In dieser letzten Phase spielt sich offenbar ein Vor- 
gang ab, dessen Einzelheiten der Beobachtung kaum zuginglich sind: die 
weitestgehende Entfernung der Eiwei&phase aus den stark lipoidhiltigen 
Plasma-Amében. Die klumpenférmigen Amében geben die letzten Mikro- 
somen ab und werden vO6llig hyalin. thre weiteren Gestaltveranderun- 
gen sind in den nachsten Kapiteln beschrieben. 


b) Schlierenférmige Hyaloplasma-Amében 

Betrachtet man ein Praparat, dessen Zellen bereits einige Zeit Systrophe 
zeigen, ist man tiberrascht, das amoéboide ,,Plasma“ nicht ebenfalls kontra- 
hiert an der Plasmaballung zu finden. Die Amédben haben vielmehr For- 
men angenommen, die wir als ,,Wogen‘ in Anlehnung an das vom Wind be- 
wegte Wasser in unseren Protokollen vermerkt haben: Die Systrophe ist in 
einem gewissen Abstande von hyalinen Massen umgeben, die wogenférmig 
konzentrisch gegen die Systrophe zu wallen scheinen (Abb. 7). 

Mit dem Festerwerden des Systropheklumpens treten die hyalinen Schlie- 
ren immer deutlicher hervor und nehmen dann ausgesprochen wellenformige 
Gestalt an. Man sieht, da pseudopodienartige Fortsitze ausgestreckt wer- 
den; diese zerflieBen oder vermengen sich mit einer anderen wogenformigen 
Bildung. Es kommt zu einem Zerfall einzelner Wellen zu linsenfér- 
migen Gebilden, die dann in die Vakuole hineinragen. Im naichsten Augen- 
blick flieBen derartige Linsen wieder zu einer einheitlichen Welle zusammen, 
so daB ein standig wechselndes Bild entsteht. 

Wir haben diese hyalinen, schlierenférmigen, tangential um den Systro- 
pheballen angeordneten Plasma-Amében bei Cyclamen fast in jedem Schnitt 
beobachten kénnen. Zellen, die keine oder nur wenig glinzende Plasma- 
stringe in der Phase der Raumgitterbildung zeigten und auch keine klum- 
penférmigen Plasma-Amében zur Ausbildung brachten, zeigten dennoch 
eine Schlierenbildung, freilich unauffallig und nur in Form wenig glanzender 
und ganz flacher Gebilde. Je mehr Plasma-Amében und glanzende Strange 
in den Vorstadien der Systrophe beobachtet werden, desto reicher und in- 
tensiver fallt auch die Schlierenbildung aus. 

Wenn es bei langerem Liegen des Schnittes im Plasmolytikum wieder 
zur Auflésung der Systrophe kommt — wir haben einzelne Zellen, in 
einem Glasring eingeschlossen, 10—12 Tage dauernd beobachtet —, losen 
sich auch die hyalinen Amében wieder auf. Bei Aufloésung der Systrophe 
entstehen Plasmastringe, in welche die Plasma-Amében wieder einstré- 
men und sich mit ihnen offensichtlich vermischen. Es entstehen dadurch 
wieder klumpenférmige Plasma-Amében, die schlieBlich im stro6menden 
Plasma verschwinden. 

Es kommt nicht immer zu einer volligen Vermischung mit dem anderen 
Plasma, manchmal bleiben auch Reste der hyalinen Substanz an der inne- 
ren Protoplastenwand isoliert, vollfiihren dort améboide Bewegungen oder 
kleiden als ein feiner Film die innere Protoplastenwand aus. 


c) Linsenformige Hyaloplasma-Amében 
Stellt die Systrophe sozusagen das Endstadium der Plasmakonfiguratio- 
nen dar, so formt sich, insbesondere in héheren Konzentrationen, die hyaline 
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Masse in einige linsenférmige, ziemlich bestiindige hyaline Plasma- 
Amoben um. Sie ragen, im Profil betrachtet, als mehr oder minder stark 
gewolbte Kalotten in den Zellsaftraum hinein (Abb. 8 und 9). Die auBere 


Begrenzung bildet die 
normal gespannte Pro- 
toplastenwand. Ihre 
GréSe ist verschieden: 
neben winzig kleinen 
findet man alle Uber- 
gange bis zu ansehn- 
lich groBen Klumpen. 
Durchschnittlich wei- 
sen sie einen Durch- 
messer von 10—15 uv 
und eine Héhe von 4 
bis 8 u auf. Die Anzahl 
der in einem Proto- 
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Abb. 8. Linsenférmige Hyaloplasma-Amében (CaCl,). 


plasten auftretenden linsenférmigen Amében ist ebenfalls verschieden. 
Auch nebeneinanderliegende Zellen eines Schnittes kénnen groBe Unter- 
schiede in der Zahl und Gré8e der Plasmalinsen aufweisen. Durchschnitt- 
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Abb. 9. Photo von linsenférmigen Hyaloplasma-Amdben (NaCl). 


lich haben wir 4—8 Linsen in einem Protoplasten gefunden. In der Profil- 
ansicht sind sie leicht, in der Flachenansicht jedoch schwerer zu sehen. Der 
auffallende Glanz des meist véllig kérnchenfreien Plasmaanteiles kommt in 
den linsenférmigen Gebilden noch intensiver als bei den vorher beschrie- 
benen Gebilden zum Ausdruck. Wenn sie auch einer gewissen am6dboiden 
Formveranderung unterliegen, so ist diese doch so gering und wenig leb- 
haft, daB sie erst nach langerer, andauernder Beobachtung zu merken ist. 

Die groBe Ahnlichkeit dieser Gebilde mit den von Lanz in den Bliiten- 
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zellen von Phyllocactus beobachteten schwach amdboiden ,,Hyalosystro- 
phen“ und den von Greb (1936) gefundenen ,,Plasmalinsen“ in den Haaren 
von Viola-Bliiten ist unverkennbar. In letzteren war allerdings eine Zo- 
nung von hyalinem und gekérntem Plasma festgestellt worden, was wir bei 
unserem Objekt nicht beobachten konnten. Die wenigen Mikrosomen, 
die sich manchmal noch in den Plasmalinsen befinden, liegen in diesen diffus 
verstreut, manchmal auch nur an der Oberfliche. 

Wie friiher erwihnt, bestehen zwischen den verschiedenen Konfigura- 
tionen des Plasmas und dem Auftreten von Differenzierungen ganz be- 
stimmte Zusammenhinge. AuBerdem werden die Konfigurationen (vgl. 
Germ 1932) vom Plasmolysegrad bestimmt: Plasmafadenbildungen, Zen- 
trierung, lockere oder perfekte Systrophe und Prolaps bilden eine Reihe, 
die entsprechend der Konzentration nur bis zu einer bestimmten Konfigu- 
ration oder ganz durchlaufen wird. Ebenso erfolgt die Auflésung der 
Konfigurationen leichter in niedrigeren als in hdheren Konzentrationen des 
Plasmolytikums. 

Tabelle 1. 
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Erklarung : Versuch mit Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 12/14/10) ;Schnitte 20Stun- 
den gewassert und dann in die Lésungen. Zeichen: Fa = geringe Plasmafadenbildung, 
Far = Plasmaraumgitter, Fars = Sammlung zur Systrophe, Syl = lockere Systrophe, 
Syp = perfekte Systrophe, Amk = klumpenférmige Plasma-Amdében, Ams = schlieren- 
férmige Plasma-Amében, Amli = linsenférmige Plasma-Amében, ! = zahlreich. 
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Kinen dieser vielen Zusammenhange wollen wir in der Tab. 1 zeigen, in 
der wir in sehr vereinfachter Form in verschiedenen Konzentrationen von 
0,10 mol bis 0,90 mol KNO, die aufgetretenen Plasma-Konfigurationen und 
Plasma-Amoben zu verschiedenen Zeiten nebeneinanderstellen. Wir sehen 
z. B., daB es in den Konzentrationen von 0,30 und 0,40 nur zu einer lockeren 
Systrophe kommt, finden schon nach 1stiindiger Plasmolysedauer alle 
Formen der vorher beschriebenen Plasma-Amében und sehen, daB nach 
25 Stunden die Konfigurationen ebenso wie die Formen der Plasma-Amében 
wieder einen riicklaufigen Weg eingeschlagen haben. In der Konzentration 
von 0,50 mol und dariiber kommt es sehr rasch ohne Zentrierung zur Systro- 
































Abb. 10. Hyaloplasma in unruhiger Bewegung zur Systrophe; die Zelle 
oben in 0,50 mol CaCl, und unten in 0,50 mol NaCl. 
phe, die Formen der klumpenformigen Amében fehlen, dafiir treten schon 
nach kurzer Zeit schlieren- und linsenformige Amében auf. Es kommt in 
diesen Konzentrationen zur perfekten Systrophe, und nach 25 Stunden sind 
von den Plasma-Am6ben nur mehr linsenférmige zu beobachten. 

Kann man jederzeit eine gewisse Labilitaét der Konfigurationen beob- 
achten, so sind die Plasma-Amében noch weitaus labilere Gebilde. Es 
verlauft demnach nicht jeder Versuch wie der vorher geschilderte; wir 
haben nur einen typischen Fall ausgewahlt. Es erscheint notwendig, auf 
die schon eingangs erwihnte Stimmung und hier noch weiters auf die ver- 
schiedene Plasmolyseresistenz und Vitalitat der Zellen hinzuweisen. 
Je vitaler namlich eine Zelle ist und je langer sie am Leben erhalten werden 
kann, desto reichhaltiger wird das Beobachtungsmaterial und weitere For- 
men hyaliner plasmatischer Gebilde kénnen beobachtet werden. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 16 
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Wie wir gesehen haben, stellen die linsenférmigen Plasma-Amoében keine 
endgiiltigen Endformen dar; in der Folge kénnen sich aus ihnen andere 
Gebilde entwickeln, die freilich nicht immer ihren Entwicklungsgang tiber die 
bereits gezeigten Formen nehmen miissen, sondern auch sozusagen selb- 
stindig ohne besonders beobachtete Zwischenformen entstehen kénnen. 
Wir kniipfen mit dieser Reserve im folgenden an die zuletzt beschriebenen 
linsenférmigen Plasma-Am6ben an. 


3. Hyaloplasmakugeln und Hyaloplasmablasen 


Neben ,,starren‘‘ Plasmalinsen fielen uns immer wieder Zellen auf, die 
Linsen mit amdboiden Bewegungen aufwiesen. Wir konnten auch sehen, 
daB diese Bewegungen durch Temperaturerhéhungen, wie z. B. durch schwa- 
ches Erwirmen des Objekttragers an der Mikroskopierlampe, gesteigert 
werden konnten. Vor allem aber in héheren Konzentrationen, also bei stiar- 
keren Plasmolysegraden, schienen die Plasmalinsen nicht zur Ruhe zu kom- 
men. Sie verloren ihre linsenformige Gestalt, nahmen eine unregelmabige 
Form an und bewegten sich wie Plasmodien an der Innenseite der Proto- 
plastenwand. Sehr haufig bewegen sich diese Plasma-Amében in Richtung 
zur Systrophe. Beim AnstoBen an diese kommt es nun zu verschiedenen 
Formen der hyalinen Gebilde, die wir im folgenden als Hyaloplasma- 
kugeln und Hyaloplasmablasen und im niachsten Kapitel als Hyalo- 
plasmaringe und Hyaloplasmakappen beschreiben wollen. 


a) Hyaloplasmakugeln 

Sobald in gewissen Fallen, in Plasmolyticis wie z. B. CaCl,, die Plasma- 
Amdben an die Systrophe anstoBen,., verindern sie tiberraschend schnell, 
ja oft augenblicklich ihre Form und nehmen Kugelgestalt an (vgl. hiezu 
Abb. 10—13). Die Kugeln liegen in einer bestimmten Hohe an der Systrophe, 
da sie gleichzeitig noch an der Protoplastenwand hingen. Auffallig ist, daB 
es mit dieser Abkugelung zu einem vélligen Verlust der améboiden Be- 
weglichkeit kommt und da8 auch der bereits bei den Plasma-Amében er- 
wahnte eigentiimliche Glanz, der sich am besten als perlmutterartig be- 
zeichnen laBt, hier noch 
intensiver in Erschei- 
nung tritt. Damit ver- 
bunden ist das vollstan- 
dige Fehlen von Mikro- 
somen inden Kugeln. Im 
Polarisationsmikroskop 
erweisen sie sich als iso- 
trop. Durchschnittlich 
fanden wir 2—6 Kugeln 
Abb. 11. Hyaloplasmakugeln an der Systrophe (0,50 mol in einer Zelle ; sie konnen 
NaCl). aber auch noch viel zahl- 
reicher auftreten, vor 
allem wenn sie sehr klein sind. Ihre GroBe betrigt meist 5—10 » im Durch- 

messer. Eine Verschmelzung untereinander haben wir nie beobachtet. 
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Die Umwandlung der Plasma-Amében zu Kugeln vollzieht sich aber 
nicht nur an der Systrophe. Hyaloplasmakugeln sind auch in Protoplasten 
zu finden, in denen es infolge der Behandlung mit einer niedrigen Konzen- 
tration des Plasmolytikums zu keiner Systrophe kommt. Freilich treten die 
Kugeln nicht sofort, sondern 
erst einige Zeit (mehrere Stun- 
den bis Tage) nach dem Plas- 
molyseeintritt auf. Hiezu aus 
unseren Versuchsprotokollen 
ein auf das Wesentliche ab- 
gekiirzter Versuch: 

Cyclamen europaeum (Protokoll 
Nr. 16/9/10) 

Schnitt nach 15stiindigem Wis- 
sern in 0,20 mol CaCl,. Beobachtung 
an einer Zelle. Temperatur = 
11—14°C. 

Nach 4 Stunden: Zartes Plasma- 
raumgitter, daran kleine klumpen- 
férmige Hyaloplasma-Amében. 

Nach 9 Stunden: Das Plasma- 
raumgitter ist sparlicher geworden ; 
einzelne linsenférmige Plasma- 
Amé6ben sind im Wandbelag des 
Protoplasten zu finden. 

Nach 48 Stunden: Das Plasmaraumgitter ist nur mehr auf wenige diinne Fiiden be- 
schrankt. Das Plasma hat sich ziemlich diffus verteilt. An der Protoplastenwand sind 
zahlreiche Hyaloplasmakugeln aufgetreten. 


Abb. 12. Photo eines Protoplasten mit Hyalo- 
plasmakugeln an der Systrophe (0,70 mol Trau- 
benzucker). 


Abb. 13. GroBaufnahme einer Systrophe mit Hyaloplasmakugeln (0,50 mol CaCl,). 


Der vorstehende Versuch ist insofern typisch, als Hyaloplasmakugeln 
meist erst dann in Erscheinung treten, wenn die Plasmastringe eingezogen 
16* 
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sind. Bleibt das Plasmaraumgitter bis zum Absterben des Protoplasten 
erhalten, so wird man kaum Hyaloplasmakugeln beobachten. Das Auftre- 
ten der Kugeln ist aber nicht unbedingt an die vorangehende Ausbil- 
dung eines Plasmaraumgitters gebunden. Es geniigt auch die Bildung eini- 
ger Plasmastrange. 

Ubertragt man Schnitte, in denen es durch Einziehen der Plasmafaden in 
den Wandbelag zur Ausbildung von Kugeln kam, in eine héhere Kon- 
zentration des Plasmolytikums, die Systrophe hervorruft, so werden mit 
dem Anlagern der von neuem auftretenden Plasmafaden an den Kern auch 
die Kugeln, ohne ihre Form zu verandern, durch die Plasmastrémung zur 
Systrophe beférdert. Die Kugeln befinden sich dann im Systropheklumpen 
im Gegensatz zum vorher geschilderten Vorgang, bei dem die Kugeln an 
das geballte Plasma angelagert werden. 


b) Hyaloplasmablasen 


Nicht immer formen sich die an den Systropheballen anstoBenden Plasma- 
Amdben zu homogenen Kugeln. Es kommt in bestimmten Plasmolyticis 
— vor allem in NaCl — zur Ausbildung rundlicher, blasenférmiger 
Gebilde mit einer mehr oder weniger deutlichen Hiille. Wir verweisen 
auf den folgenden typischen Versuch, der den Vorgang dieser Umwandlung 
zeigen soll. 

Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 14/15/7) 

Schnitt 4 Stunden in 1,0 GM Lavulose, vorher 12 Stunden gewissert. Beobachtung 
an einer Zelle. Temperatur = 14—15° C. 

Zu Beginn der Beobachtung: Perfekte Systrophe und mehrere Plasma-Amében an 
der Protoplastenwand. 

Nach 1 Stunde: Eine Plasma-Amdébe ist in unmittelbare Nahe des Systrophe- 
klumpens geriickt. In dem Augenblick, wo sie mit dem Plasmaballen in Beriihrung 
kommt, entstehen in ihrem Inneren mehrere unregelmaBige Vakuolen verschiedener 
GréBe. Die Plasma-Amébe verindert indessen noch stindig in geringem MaBe ihre 
Gestalt. SchlieBlich kugelt sie sich langsam ab, wobei die Vakuolen erst in zwei, spiter 
in eine einzige zusammenflieBen, die sich ebenfalls vollkommen abrundet und nun in 
die Mitte einer gleich 
dicken Hiille zu liegen 
kommt. 

Nach 14 Stunden: 
Samtliche Plasma-Amé6- 
ben sind zur Systrophe 
gewandert, haben sich 
entmischt und zu blasen- 
formigen Gebilden um- 
gewandelt (Abb. 14). 

Es handelt sich bei 
der Bildung der bla- 
Abb. 14. Hyaloplasmablasen, aus Hyaloplasma-Amében senformigen Gebilde 

hervorgegangen (1,0 mol Livulose). offenbar um _ einen 
Entmischungsvor- 

gang, wobei die Entmischung, wie wir beobachten konnten, immer nur dann 
eintritt, wenn Amoében in den Bereich der Systrophe gelangen. Wenn, wie 
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friiher beschrieben wurde, die Plasma-Amében sich zu hyalinen Kugeln 
an der Systrophe formen, kann ebenfalls eine Entmischung in den Kugeln 
stattfinden. Zumeist erfolgt dieser Vorgang so, daB im Inneren einer Kugel 
eine winzige Vakuole entsteht, die sich langsam vergréBert. Es entstehen 
dann den vorher beschriebenen Blasen ganz ahnliche Gebilde. 

In Alkalisalzlésungen konnten wir auch ein ZusammenflieBen von hyalinen 
Plasma-Am6ben an der Systrophe beobachten, so da8 sich ein einheitlicher 
hyaliner Kranz (,,GroBamébe‘) um die Systrophe bildet. Auch in dieser 
GroBamébe kommt es zu Entmischungsvorgingen; es entstehen Vakuolen, 
so daB in weiterer Folge eine mehr oder minder groBe Anzahl von Blasen 
entsteht, die entweder als einfacher Kranz von Blasen die Systrophe um- 
siumen oder aber auch als mehr oder 
weniger dichte Traube an der Vakuolen- 
seite der Systrophe liegen (Abb. 15). 

Ob es zur Ausbildung von Kugeln 
oder Blasen kommt, hangt wesentlich 
sehr von der Art des Plasmolytikums 
ab. Mitunter kann man aber auch be- 
obachten, daB beide Arten von Formen 
in einem Schnitt, ja manchmal sogar 
in einem Protoplasten vorkommen. 








c) Das Verhalten der Hyaloplasmakugeln 
bis zur Nekrose 


Die homogenen Kugeln bleiben im 
Gegensatz zu den Blasen sehr lange 
erhalten. Eine Formveranderung fin- 
det kaum statt. Haufiger kann man 
hingegen einen passiven Ortswech- 
sel beobachten, der durch die Stré- 
mung des Plasmas hervorgerufen wird. 
Wir haben wiederholt Kugeln bis zum A pb. 15. Hyaloplasma-GroBamébe am 
Tode des Protoplasten und dariiber Systropheklumpen bei beginnender 
hinaus beobachtet: Kurz vor dem  Entmischung und nach Umwandlung 
Absterben des Protoplasten verlieren in zahlreiche Hyaloplasmablasen 
die Kugeln immer mehr an Glanz und (0,55 n NaCl). 
heben sich nicht mehr so deutlich von 
der Umgebung ab. Sobald das Plasma zu koagulieren beginnt, schrumpfen 
die Kugeln langsam ein. Zugleich mit dem Schrumpfen wird ihr Glanz 
wieder starker und schlieBlich entsteht ein verhaltnismaBig kleines, 
unregelmaBiges Gebilde, dessen metallischer Glanz den der ehemaligen 
Hyaloplasmakugeln bei weitem iibertrifft. Ofter bildet sich auch iiber einem 
kugeligen Koagulat eine durchsichtige Blase. Die durch ihren Glanz sehr 
auffallenden Koagulate bleiben noch langere Zeit unverandert, selbst 
dann, wenn der Protoplast inzwischen vollig kollabiert ist. 

Manchmal geht die Koagulation auch ohne Schrumpfung vor sich, dann 
erfiillen sich die Kugeln mit einem kérnigen Koagulat. 
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d) Olkugeln 

Eine weitere Erscheinung, die sich an Hyaloplasmakugeln zeigt, ist das 
Auftreten von Olkugeln (Lipophanerose). Nach lingerem Liegen der 
Schnitte im Plasmolytikum, etwa zwei Tage oder mehr, entstehen an der 
Oberfliche der Kugeln blaugriine, glinzende Oltrépfchen, die zuerst kaum 
gréBer als Mikrosomen sind, sich aber allmahlich stark vergrdBern. Sie 
sind mit Sudan III leicht anzufairben. Gelegentlich treten sie auch im 
iibrigen Cytoplasma auf. 


e) Hyaloplasmakugeln auBerhalb des Protoplasten 


Hyaloplasmakugeln und daraus entstandene Hyaloplasmablasen treten 
nicht nur innerhalb, sondern auch auBerhalb des plasmolysierten Proto- 
plasten auf; dies allerdings nur in Zellen, die infolge der Behandlung mit 
verhaltnismaBig hohen Konzentrationen des Plasmolytikums Hechtsche Fa- 
den in gréBerer Zahl aufweisen. Vor allem in Ca-Salzlésungen sind sehr 
derbe Hechtsche Faden mit auffallend vielem glinzendem, hyalinem Plasma 
zu sehen. Die hyaline Mas- 
se der Strange ballt sich 
mehrere Stunden nach 
dem _Plasmolysebeginn 
zusammen und bildet ku- 
gelige Gebilde. In hohen 
Konzentrationen kommt 
es dann fast immer zu 

einem Prolapsstadium 

der Systrophe, von der 

noch Plasmafaden zu den 

Abb. 16. Prolaps mit Hyaloplasmakugeln an den Zellwinden fiihren, an de- 

Hechtschen Faden (0,65 mol CaCl,). nen Hyaloplasmakugeln 

aufgereiht sind (Abb. 16). 

Allmahlich verschwinden die Hechtschen Faden und die Kugeln verlieren 
den Zusammenhang mit dem Protoplasten. 

Die auBerhalb und innerhalb des Protoplasten entstehenden Kugeln 
sind einander sehr ahnlich. Es finden sich freilich bei den zuletzt beschrie- 
benen Kugeln auch Formen, die weniger hyalin sind, ein gekérntes Aussehen 
haben und sogar Plastiden enthalten kénnen. Die rasch und heftig eintretende 
Plasmolyse in hohen Konzentrationen li8t vermuten, daB es zu einer 
klaren Differenzierung aus rein mechanischen Griinden nicht kommen kann 
und wir daher alle Ubergiinge von typischen Hyaloplasmakugeln bis zu 
relativ lipoidreichen Plasmakugeln finden. Daf an den Hechtschen Faden 
auch ,,Hyaloplasma‘ aus dem Protoplasten auswandern kann, wire nach 
den Beobachtungen von Lanz (1942, 8S. 397) zu vermuten. 




















f) Hyaloplasmakugeln in unplasmolysierten Zellen 
Wir waren nach einer groBen Anzahl von Versuchen iiberrascht, bei 
Friihjahrsmaterial von iiberwinterten Cyclamen europaeum-Blattern Hyalo- 
plasmakugeln auch in Zellen zu finden, die keine Plasmolyse zeigten 
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und demnach entweder in reinem Wasser oder in hypotonischen Lésungen 
gelegen waren. Die Kugeln scheinen freilich nicht, in vivo vorzukommen, 
sondern erst in Schnitten aufzutreten, die einige Stunden in Wasser oder 
hypotonischen Lésungen gelegen waren. Dann tauchen sie mitunter in 
erstaunlich groBer Anzahl im Cytoplasma auf (Abb. 17). Sie sind stets 
homogen, vollig hyalin und stark glinzend. Neben Kugeln findet man 
auch halbkugelige Formen. Vorstadien der Kugeln wie sehr bewegliche 





Abb. 17. Hyaloplasmakugeln in einer Cyclamen-Zelle nach 18stiindigem 
Liegen in Aqua dest. 


Plasma-Amoében konnten wir nicht beobachten. Alle Gebilde fanden sich 
immer nur in Zellen, in denen es zur Ausbildung von Plasmastrangen 
gekommen war. 

Werden die Schnitte aus dem Wasser in hypotonische Lésungen iiber- 
tragen, so tritt nach wenigen Stunden eine wesentliche Vermehrung der 
Kugeln ein. Ebenso verhielten sich auch Schnitte, die aus hypotonischen 
Lésungen in hypertonische tibertragen wurden. 


4. Hyaloplasmakappen und Hyaloplasmaringe 


Wir haben im 2. Kapitel erwihnt, daB Plasma-Amében nicht immer 
beim Ansto8 an die Systrophe sich in 
Kugeln umwandeln, sondern auch zu 
einer ,,Grobam6be“ verschmelzen k6nnen. 
Diese hyaline Masse veraindert ihr Aus- 
sehen nicht mehr wesentlich, sondern 
schiebt sich bei perfekter Systrophe nur 
mehr fester zwischen dem in die Vakuole 
sich vorwolbenden Systropheballen und 
der Protoplastenwand zusammen. Ent- 
sprechend der Masse des Hyaloplasmas pp, 18. Schematische Darstellung 
und dem Raum an der Systrophe entste- eines Hyaloplasmaringes und einer 
hen ringformige oder kappenformige Ge- Hyaloplasmakappe an der Systro- 
bilde. Das Schema derartiger Bildungen phe;schwarz = Hyaloplasma, punk- 
zeigt die Abb. 18, wobei links eine ring- tiert = Systropheballen. 
formige und rechts an einem Prolaps 
eine kappenfoérmige Hyaloplasma-Ansammlung zu sehen ist (vgl. hiezu 
auch Abb. 19). 
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Die anfangs noch schwach améboide Bewegung der Kappen und Ringe 
geht nach einiger Zeit verloren und es bildet sich eine deutliche Abgren- 
zung gegen die Vakuole aus. Eine Verschmelzung der Hyaloplasmagebilde 
mit dem Systropheballen konnten wir nie beobachten; sie formen sich 
auch nie mehr zu kugeligen Gebilden um. Man kann vielmehr sehr hiufig 
Entmischungsvakuolen beobachten, die unmittelbar nach der Ent- 
stehung der Kappe bzw. des Ringes oder erst spiter (einige Stunden bis 
Tage) zur Ausbildung gelangen. Die erst kleinen und formlosen Vakuolen 
werden allmahlich gr6Ber, so daB sie die hyalinen Gebilde véllig zerkliiften 
und auflésen. Vor dem Absterben der Protoplaste verringert sich offensicht- 
lich die Viskositét und Oberflaichenspannung der Hyaloplasmaformen; 


f . - 
ee ee 
’ a 


Abb. 19. Entstehung eines Hyaloplasmaringes aus Hyaloplasma- 
Amé6ben (0,50 mol CaCl,). 


—— 























sie verflachen, breiten sich tiber eine gréBere Oberflaiche des Protoplasten 
aus und verlieren immer mehr an Glanz; es entstehen Blasen, die aufreifBen, 
und ahnliche Nekroseformen. 

Wenn wir in diesem Kapitel von Hyaloplasmagebilden gesprochen haben, 
so gebrauchen wir damit einen Ausdruck von Lanz (1942), was in An- 
betracht der morphologischen Ahnlichkeit der Hyaloplasmaringe bei Phyllo- 
cactus mit unseren Formen berechtigt erscheint. Es ist aber festzuhalten, 
da8 die hyalinen Anteile bei unserem Objekt nicht durch Quellung aus dem 
schon systrophierten Plasma hervorgehen, sondern aus der Anlagerung von 
hyalinen Plasmaanteilen an der Systrophe. 


5. Myelinfiguren 


Nach Plasmolyse kommt es verschiedentlich zur Ausbildung von soge- 
nannten ,,Plasmatentakeln“, ,,Plasmaprotuberanzen‘, ,,schwingenden Fa- 
den“ und wie dergleichen Bezeichnungen lauten, kurz zu zungen- bis faden- 
formigen Ausstiilpungen der Protoplasteninnenfliche gegen den Zellsaft- 
raum (vgl. hiezu Hoffmann 1853, Briicke 1862, Kiister 1927, 1929a u. b, 
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1932b, 1935a, Weber 1933 u. v. a.). Gicklhorn (1932) hat die von Kiister 
(1927) beschriebenen Protuberanzen des Plasmas von Alliwm-cepa-Zellen 
weiter studiert und in Frage gestellt, daB die Grenzschichte Zellsaft-Plasma 
ein stabiles Gebilde darstellt. Seiner Meinung nach wird ,,... die Ober- 
flaichenspannung zwischen protoplasmatischer Grenzschichte und Saft- 
raum bei der Plasmolyse derart verindert, daB fast Gleichheit besteht‘‘ 
(1932, p.94). Die von Kiister beobachteten Plasmaprotuberanzen, 
Plasmazungen usw. deutet Gicklhorn (p. 94) dahin, ,,... daB es sich um 
eine Entmischung des Protoplasmas handelt, wobei oberflichenaktive und 
quellbare, aus dem Protoplasma stammende Lipoide die Bildungen zusam- 
mensetzen und bewirken“. Den Ausdruck ,,Protoplasma‘‘-Zungen erklart 
Gicklhorn somit als , nicht 

ganz zutreffend“. Scarth SL 

(1927) stellte hingegen die 
von ihm beobachteten Plas- 
matentakel in eine Reihe 
mit den Fadenbildungen des 
Protoplasmas. Kiister (1951) 
nimmt an, dai ~ wohl 
Entmischungsvorgange eine 
Rolle spielen, schlieBt sich 
aber doch mehr der Mei- 
nung Scarths an. 

Bei Cyclamen waren alle 
moéglichen Formen von 
Myelinfiguren nach Plasmo- 
lyse zu finden; wir kénnten 
sie dem Wortschatze fiir die- 
se ,,Konfigurationen“ oder 
, Effigurationen‘’ entspre- 2 
chend als Plasmatentakel, Abb. 20. Umwandlung von Hyaloplasmagebilden 
-protuberanzen, -zungen und zu myelinen Formen; Myelinfiguren in der oberen 

Zelle aus Hyaloplasma-Amében und in der unteren 


~zapfen, pendelnde Keulen Zelle aus Hyaloplasmablasen entstanden (0,60 mol 
und Hocker, schwingende CaCl, und 0,50 mol NaCl). 


und ziingelnde Faden und 
als bewegliche Vakuolen bezeichnen. Ihre Entstehung, ihre groBe Labilitat 
sowie ihr Verhalten gegeniiber Farbstoffen la8t den SchluB zu, dab 
es sich im Grunde nur um eine Vielfalt von Formen handelt, die 
ihr Entstehen einer Plasmadifferenzierung, d.h. besser einer Plasma- 
entmengung verdanken. 

Bei ungestértem Liegen eines Schnittes im Plasmolytikum konnten wir 
verhaltnismaBig selten Myelinfiguren finden, dagegen treten sie bei einer 
schockartigen Konzentrationserhéhung sehr deutlich in Erschei- 
nung. Nach dem Ubertragen eines Schnittes in eine héhere Konzentration 
wandeln sich sowohl die Hyaloplasma-Amoében als auch die kugel- bis 
blasenférmigen Gebilde in Myelinfiguren um: die hyalinen Gebilde strecken 
sich in die Linge und pendeln im Zellsaftraum hin und her. Die Plasma- 
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Amdben werden dabei zu keulen- bis fadenfoérmigen Gebilden, die stets 
eine Bewegung erkennen lassen, bei ausgesprochen fadenfoérmigen Myelin- 
figuren kommt es zu einem sehr unruhigen Schlangeln. Das freie Ende der 
Faden ist fast immer verdickt, wodurch es zu kl6ppelartigen Formen kommt. 
So kann man z. B. durch Ubertragen eines Schnittes von 0,60 mol CaCl, 
in 1,0 mol aus den schlierenformigen Plasma-Amében eine groBe Anzahl 
verschiedener Myelinfiguren erzeugen. Die Schlieren strecken sich sehr 
schnell in die Linge und ragen dann als trig pendelnde Zapfen bis zu diinnen, 
unruhig schlangelnden Faden in den Zellsaftraum hinein (Abb. 20, Zelle 
oben). Schon nach wenigen Minuten verschwinden dann wieder die Myelin- 
figuren, sie schrumpfen ein und es entstehen wieder schlierenférmige Plasma- 
Amoben. 

In ahnlicher Weise verhalten sich auch Hyaloplasmablasen nach schock- 
artiger Konzentrationserhéhung. Der folgende Versuch soll einen typischen 
Verlauf der Reaktion zeigen: 

Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 11/12/9) 

Schnitt 15 Stunden in 0,55 mol NaCl, vorher 1 Stunde gewiassert. Beobachtung an 
einer Zelle mit perfekter Systrophe und zahlreichen Hyaloplasmablasen. Tempera- 
tur = 17—19°C. 

Zu Beginn der Beobachtung: Zu dem auf dem Objekttrager liegenden Schnitt wird 
eine 1,0 mol NaCl-Lésung durchgesaugt. 

Nach % Minute: Die Blasen werden etwas deformiert. 

Nach 3 Minuten: Die Blasen strecken sich in die Lange, wobei ihre Hiille etwas 
diinner wird. 

Nach 5 Minuten: Die Blasen sind zum Teil zu langgestreckten Vakuolen geworden, 
zum Teil sehen sie gestielt aus und der Rest hat zungen- oder keulenférmige Gestalt 
angenommen. Samtliche Gebilde unterliegen einer staéndigen Formverainderung und 
lassen ein trages Hin- und Herpendeln nach allen Richtungen erkennen (Abb. 20, 
Zelle unten). 


Nach 1 Stunde: Samtliche Myelinfiguren sind verschwunden; sie haben sich all- 
mihlich verkleinert (abgekugelt) und treten wieder in ihrer urspriinglichen Form als 
Blasen in Erscheinung. 

Auch aus diesem Versuche ist zu ersehen, dai die Myelinfiguren nicht 
von langer Dauer sind. Offenbar verschwinden sie, sobald die Lésungs- 
konzentration wieder ausgeglichen ist. 

Wir haben eingangs bei der Behandlung der Systrophestrukturen darauf 
hingewiesen, daB die aus der Radiarstruktur hervorgehenden, noch an der 
Systrophe haftenden tropfenformigen Vakuolen nach Konzentrations- 
ainderungen stets eine pendelnde Bewegung erkennen lassen. Die groBe 
Ahnlichkeit dieser Gebilde mit den in der Literatur beschriebenen beweg- 
lichen Vakuolen (Kiister 1932b, Lanz 1940 und 1942) ist unverkennbar. 

Neben ,,pendelnden Vakuolen“ treten immer wieder bewegliche Faden 
auf. Diese sind meist so diinn wie die Wand der beweglichen Vakuolen und 
sie verhalten sich demgema8 meist sehr unruhig. Wir konnten solche Faden 
verhaltnismaBig haufig an Systropheklumpen beobachten. Zu ihrer Aus- 
bildung scheint keine Konzentrationserh6hung notwendig zu sein. Wir 
fanden sie aber immer erst dann, wenn die Schnitte bereits langere Zeit 
(einige Tage) im Plasmolytikum gelegen waren. 
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Eine sichere Ausbildung erhalt man durch einen Zusatz von Ather oder 
Alkohol (5—10%). Die sehr zarten, schwingenden Faden treten dann nicht 
nur an der Systrophe auf, sondern kénnen sich auch an Plasma-Amében 
bilden. Gerade auch daraus ergibt sich die enge Verwandtschaft 
der Myelinfiguren mit allen hyalinen Anteilen des Cytoplasmas. 


6. Zur Atiologie der Ausbildung von Cytoplasma- 
Differenzierungen 


a) Der EinfluB der Art des Plasmolytikums 


Die Art des Plasmolytikums ist bekanntlich von wesentlichem Einflu8 
auf die Plasmolyseform und Plasmolysezeit, aber auch auf den Ablauf der 
Plasmakonfigurationen. So kommt es in NaCl-Lésungen in kurzer Zeit 
zur Systrophe, wahrend es in CaCl,- und Zuckerlésungen wesentlich langer 
dauert (vgl. Germ 1932). Nach allen bisherigen Ergebnissen der Wirkung 
verschiedener Stoffe auf das Cytoplasma im allgemeinen (vgl. auch Héber 
1947) erschien es notwendig, zumindest die Wirkung des Na-lons mit dem 
des Ca-Ions zu vergleichen und auBerdem Vergleichsversuche mit Zucker- 
losungen anzustellen, um zu priifen, inwieweit Plasmadifferenzierungen 
auch stofflich beeinfluBt werden. Im folgenden wollen wir den EinfluB dieser 
drei Arten von Plasmolyticis auf verschiedene Formen der hyalinen Plasma- 
anteile kurz behandeln. 

Hyaloplasma-Amében. Es kommt sowohl in CaCl, und NaCl als 
auch in Zuckerlosungen zur Ausbildung verschiedenster Formen von Plasma- 
Amében. Die hiebei auftretenden Unterschiede sind vor allem durch den 
verschiedenen Ablauf und durch die unterschiedliche Ausbildung von 
Plasmakonfigurationen bedingt. So erreichen z. B. die Strange des Plasma- 
raumgitters in CaCl,- und Zuckerlésungen eine wesentlich derbere Aus- 
bildung als in NaCl; auch die zeitliche Dauer des Plasmagitters ist in den 
beiden vorgenannten Lésungen eine lingere. Dementsprechend findet man 
in diesen an den Strangen klumpenférmige Plasma-Amé6ben, die sich spater 
noch zu Kugeln umwandeln kénnen. In NaCl-Lésungen hingegen, wo die 
Plasmastringe von kiirzerer Dauer sind, ist die Zeit zur weiteren Formver- 
iinderung der Plasma-Amében, also zur Umwandlung zu Kugeln, offen- 
sichtlich zu kurz. Hyaloplasmakugeln entstehen also erst an der Systrophe, 
wihrend sie in CaCl,- und Zuckerlésungen schon vorher an Plasmastrangen 
entstehen kénnen. 

Hyaloplasmakugeln und -blasen. Der auffallendste Unterschied 
bei den drei verschiedenen Lésungen besteht in der Haufigkeit des Auf- 
tretens dieser Formen. Wahrend in NaCl-Lésungen fast ausschlieBlich bla- 
senfoérmige Gebilde entstehen, sind in Lésungen von CaCl, und Zuckern 
meist homogene Kugeln zu finden, die vor allem in CaCl, sehr oft bis zum 
Tode des Protoplasten andauern. Die Blasen in NaCl gehen aus der meist 
zur Ausbildung gelangenden ,,GroBamédbe“ am Systropheklumpen hervor. 
Entstehen in NaCl homogene Kugeln, so dauern sie nicht lange, sondern es 
kommt in ihnen bald zu Entmischungen. 

Zuckerlésungen gleichen mehr der Wirkung von CaCl,-Lésungen. Die 
Kugeln sind hier freilich nicht so formbestindig wie in CaCl,. Es kommt 
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eher zu Entmischungen, aber fast immer nur in den an der Systrophe han- 
genden Hyaloplasmagebilden. Eine Entmischung kann aber auch schon 
in den an den Systropheklumpen sich anlagernden Plasma-Amében er- 
folgen, bevor sie sich noch zu Kugeln umgebildet haben. Eine Verschmel- 
zung der Plasma-Amédben zu einer einheitlichen Hyaloplasmamasse um 
die Systrophe konnten wir in Zuckerlésungen jedoch kaum beobachten. 

Hyaloplasmaringe und -kappen. Diese Gebilde sind ebenfalls 
sowohl in CaCl,- und NaCl- als auch in Zuckerlésungen festzustellen. Ver- 
schieden ist jedoch ihr weiteres Verhalten: In CaCl, und in Zucker veriin- 
dern sich die Ringe bis zu ihrem Absterben kaum. Erst wenn der Proto- 
plast nekrotisch wird, entmischt sich der Ring zu einem blasenférmigen 
Gebilde, das sich nach auBen vorwoélbt. In NaCl hingegen entsteht in einem 
Ringe oder einer Kappe meist eine gréBere Anzahl von Entmischungsvaku- 
olen, die schlieBlich die ganze Hyaloplasmamasse in ein grobschaumiges 
Gebilde umwandeln. 

Myelinfiguren. Diese traten in allen drei gepriiften Plasmolyticis auf; 
wesentliche Unterschiede in den verschiedenartigen Losungen konnten 
nicht festgestellt werden. 

Zum Abschlu8 dieses Exkurses verweisen wir auf die Tab. 2, die den 
EinfluB von CaCl,-, NaCl- und Traubenzuckerlésungen verschiedener Kon- 
zentrationen auf die Ausbildung von Plasmakonfigurationen und -differen- 
zierungen zeigen soll. Ein einziger Versuch, noch dazu in Tabellenform, 
kann natiirlich nicht die Mannigfaltigkeit des Geschehens im Protoplasten 
zeigen. Immerhin sei auf folgende Tatsachen hingewiesen: 

Der Versuch zeigt in bezug auf Plasmakonfigurationen die rasche Ent- 
stehung der Systrophe in NaCl und die intensive Plasmafadenbildung in 
den beiden anderen Lésungen, in CaCl, und Traubenzucker. In letzterem 
kommt es erst nach vielen Stunden und dann auch nur teilweise zur Sy- 
strophe; es kommt hier nachtraglich auch wieder zur Auflésung der Systro- 
phe. Nach 75 Stunden zeigt sich besonders deutlich die unterschiedliche 
Wirkung der verschiedenen Lésungen: Systrophe bis Prolaps in NaCl, 
Systrophe mit Plasmaraumgitter in CaCl, und Auflésung der Systrophe in 
ein dichtes Plasmaraumgitter in Traubenzucker. 

Die Plasmadifferenzierungen finden bei diesem Versuche ihre reichste 
Ausbildung in NaCl. Das rasche Auftreten der Plasma-Amében und deren 
baldige Umwandlung in blasenférmige Gebilde (vgl. 4. und 5. Kontrolle) 
1aBt sich gut verfolgen. In CaCl, und Traubenzucker kommt es wesentlich 
spiater und weniger haufig zur Ausbildung von Plasma-Amében. AuBerdem 
treten in diesen Lésungen nur Hyaloplasmakugeln auf. Bemerkenswert 
ist auch das lang anhaltende Auftreten von schlierenformigen Plasma-Am6- 
ben in CaCl, und Traubenzucker. Aus der Tabelle ist nicht ersichtlich, da 
es in NaCl ebenfalls vor der Ausbildung der linsenformigen Plasma-Amében 
zur Schlierenbildung gekommen war, da sich die Schlieren schon vor dieser 
Kontrolle umgewandelt hatten. 

Das Auftreten der Plasmadifferenzierungen in Traubenzucker nach 24 
und 33 Stunden hangt deutlich mit dem Verhalten der Systrophe zusammen. 
Nach 75 Stunden, wenn ein Plasmaraumgitter entstanden ist, verschwinden 
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die Amében und Schlieren wieder im Protoplasten; sie haben sich an die 
Plasmafaden angelegt und sind mit dem iibrigen Cytoplasma verschmolzen. 


b) Der EinfluB der Konzentration 


Die Konzentration eines Plasmolytikums ist von wesentlichem Ein- 
fluB auf die Plasmolyseform, die Plasmolysezeit (Weber 1929) und unter 
anderem auch auf die Plasmakonfiguration (Germ 1932). Es war nahe- 
liegend, auch den Einflu8 der Konzentration des Plasmolytikums auf die 
Plasmadifferenzierungen zu priifen. Um den EinfluB der Art des Plasmolyti- 
kums weitgehend zu kompensieren, haben wir mit Stufenkonzentrationen 
der verschiedensten Plasmolytika, wie CaCl,, Ca(NO ;),, KNO,, KCl, NaCl, 
Harnstoff und verschiedene Zucker, gearbeitet. Es zeigte sich dabei, daB 
die Art des Plasmolytikums wohl bestimmte Einzelheiten der Plasma- 
differenzierungen beeinfluBt, daB aber das Auftreten und das weitere 
Schicksal der differenzierten Gebilde wesentlich stiirker von der Konzen- 
tration bzw. dem Plasmolysegrad beeinfluBt wird. Da die ganze Fille 
der Plasmadifferenzierungen erst nach linger andauernder Plasmolyse 
auftritt, kommen z. B. bei relativ rasch permeierenden Stoffen, wie NaCl 
oder Harnstoff, in knapp hypertonischen Lésungen keine Differenzierungen 
zur Ausbildung. Bei lang andauernder Plasmolyse hingt die Konfiguration 
und mit dieser die Differenzierung vom Plasmolysegrad ab. Dariiber hinaus 
14Bt sich aber unschwer feststellen, daB einige Gebilde nur in ganz bestimm- 
ten Konzentrationen zur Ausbildung gelangen und and * oeeren inner- 
halb des ganzen méglichen Konzentrationsbereiches auftreten. Wabrend 
Plasma-Amoben in jeder hypertonischen Konzentration zu sehen sind, ist 


die Ausbildung kugeliger Gebilde (Hyaloplasmakugelm und -blasen) in 
héheren Konzentrationen etwas . ~ “+ appen und Ringe treten 
nur in einem verhiltnisméir .,2n, honen 00... Ucasbereich auf. 
Hyaline Gebilde auBcrkal, * votoplasten zeigen sich ausschlieBlich bei 
sehr hohen Konzentrat:: 


c) Der Einfiup we. ? iv und des Wisserns der Schnitte 

Die Schnellizkeit der curuste .und Umwandlung bestimmter Plasma- 
konfigurationen ist, wis bekannt \Germ 1932), von der Temperatur stark 
abhangig. Héhere Temperaturen beschleunigen die Vorgiinge, niedere 
hemmen sie. Der gleiche TemperatureinfluB ist auch bei der Entstehung und 
Dauer der einzelnen Plasmadifferenzierungen festzustellen. Selbst geringe 
Temperaturunterschiede, z. B. von 2° C, ergaben bei der héheren Tempera- 
tur sowohl eine schnellere als auch intensivere Ausbildung von hyalinen 
Gebilden. Versuchstechnisch ist die Temperaturabhangigkeit auch inso- 
fern von Bedeutung, als es gelingt, bestimmte Gebilde iiber langere. Zeit 
zu verfolgen, wenn man bei niederen Temperaturen, also z. B. bei etwa 
14° C, arbeitet. 

Wie bekannt, bewirkt das Wiassern von Schnitten vor dem Einlegen 
in das Plasmolytikum eine ,,Auflockerung“ der auBeren Plasmagrenz- 
schichten, wodurch leichter eine Konvex-Plasmolyse erreicht werden kann 
und auch verschiedene Umlagerungen des Cytoplasmas rascher vor sich 
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gehen (H6fler 1918 u. v. a.). So wird auch, wie wir in vielen Versuchen fest- 
stellen konnten, die Ausbildung von Plasmadifferenzierungen durch ein 
mehr- bis vielstiindiges (5—24 Stunden) Wassern der Schnitte begiinstigt. 
Ein Effekt konnte zwar nicht immer festgestellt werden; es laBt sich auch 
durch diese Vorbehandlung die Ausbildung von Plasmadifferenzierungen 
nicht erzwingen. 


7. Das Verhalten der Differenzierungen nach Deplasmolyse 


Fir die Entscheidung, inwieweit die einzelnen Cytoplasmadifferenzie- 
rungen noch als intravitale Vorgiange zu betrachten sind oder zu Ne- 
kroseformen gehéren, waren Deplasmolyseversuche sehr aufschluBreich. 
Diese Versuche zeigten mit aller Deutlichkeit, daB auBer den Endformen der 
Plasmadifferenzierungen alle anderen Gebilde nach Deplasmolyse wieder 
verschwinden kénnen. Es wird augenscheinlich erwiesen, daB die 
hyalinen Plasmaanteile vom tibrigen Cytoplasma wieder auf- 
genommen werden und mit diesem verschmelzen. Jeder Vergleich der 
hyalinen Formen mit Lipophanerosen (vgl. Biedermann 1924, Lepesch- 
kin 1938, Eibl 1940) fallt damit weg. Wenn die Deplasmolyse nicht ge- 
lingt — Versager sind nach linger andauernder Plasmolyse ja selbstver- 
standlich — und die Protoplaste beim Deplasmolyseversuch also zugrunde 
gehen, so verschwinden die hyalinen Cytoplasmaanteile nicht, sondern gehen 
den Weg eigener typischer Nekroseformen. 

Die Auflisung der Plasmadifferenzierungen ebenso wie das Verschwinden 
bestimmter Verlag: ..,en des Cytoplasmas, insbesondere auch der Sy- 
strophe nach Deplasmolyse, la8t darauf schlieBen, daB ahnlich wie bei be- 
stimmten Konfigurationen auch fiir bestimmte Plasmadifferenzierungen 
die Plasmolyse zumindest auslésend wirkt, 

Wir wollen ahnlich °° wtiue ., 1g der Deplasmolyse auf die ein- 
zelnen hyalinen Formen getrennt behan >, , 


a) Myelinfi: Oi 

Ebenso leicht wie Myelinfiguren @ a s2tvonserhohung des 
Plasmolytikums hervorgebracht wera ‘oon verschwinden sie bei 
Konzentrationserniedrigung. ‘Es bedarf —__ei gar ‘nicht der’ Deplasmolyse, 
sondern eine ganz geringe Herabsetzung der Konzentration geniigt 
schon, um myeline Faden u. dgl. aufzuheben. Die Gebilde verkiirzen sich 
dann und bilden sich wieder zu jenen Formen um, aus denen sie entstanden 


oo. b) Hyaloplasma-Amében 


Ks ist uns oft gelungen, Plasma-Amdében, unter ihnen vor allem auch die 
rein hyalinen Formen, durch Deplasmolyse vollkommen zum Ver- 
schwinden zu bringen. Die Protoplaste bleiben dabei vor allem in un- 
schadlichen Plasmolyticis wie Zuckerlésungen vollig intakt. Linsenformige 
Hyaloplasma-Amében verlieren zuerst ihre Linsenform, sie verflachen und 
werden von der Plasmastrémung mitgezogen: Erfolgt die Deplasmolyse 
nach Systrophe und lést sich diese zuerst in ein Plasmaraumgitter auf, so 
sieht man anfangs am Glanz der Strange und ihrem derben Aussehen, 
daB der hyaline Anteil des Cytoplasmas noch unregelmaBig auf einzelne 
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Stringe verteilt wurde. Mit der allmahlichen Auflésung des Plasmaraum- 
gitters werden die letzten Reste von Plasmadifferenzierungen unsichtbar. 
Ebenso verschwinden auch schlierenférmige Plasma-Amében nach De- 
plasmolyse: sie scheinen zuerst an der Innenwand des Protoplasten zu 
zerflieBen, tauchen dann spiater nach Auflésung der Systrophe in ein 
Plasmaraumgitter in diesem als wenig ausgepriigte Plasma-Amében wieder 
auf, um in ahnlicher Weise wie vorher beschrieben nach und nach ginzlich 
unsichtbar zu werden. 


c) Hyaloplasmakugeln 


Wesentlich schwieriger ist es, kugelige hyaline Formen durch Deplasmo- 
lyse aufzulésen. Die Hyaloplasmakugeln weisen eine festere Konsistenz 
als die Plasma-Amében auf. Wenn sie z. B. koagulieren, ist die feste Masse 
augenscheinlich groBer als etwa das Koagulat von schlierenférmigen Plasma- 
Amében. Hiezu kommt, da die Deplasmolyse von Protoplasten mit 
Hyaloplasmakugeln sehr oft nicht vertragen wird; dies ebenso wie von 
Protoplasten mit Hyaloplasmaringen und -kappen. Als einfachste Methode, 
mit der man Deplasmolyse erreichen kann, erwies sich die Ubertragung 
der Schnitte in isotonische Lésungen eines Plasmolytikums, das verhiiltnis- 
maBig rasch in die Vakuole permeiert (z. B. von Zucker in Harnstoff). 
immerhin gelang aber doch der eine oder andere Versuch auch durch 
Deplasmolyse mit dem urspriinglichen Plasmolytikum. 


Wir fihren im folgenden einen typischen Versuch an, der zeigen soll, 
inwieweit die Hyaloplasmakugeln bei der Deplasmolyse verindert werden. 


Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 6/8/7) 


Schnitt nach 20stiindigem Wassern mit 0,20 n CaCl, plasmolysiert. Beobachtung an 
mehreren Zellen. Temperatur = 16—18° C. 

Nach 8 Stunden: maBige Plasmolyse, in allen Zellen zartes Plasmaraumgitter und 
zahlreiche stark glinzende Hyaloplasmakugeln. Der Schnitt wird in 0,10 n CaCl, iiber- 
tragen. 

Nach 8 Stunden, 10 Minuten: Meist Deplasmolyse, Plasmaraumgitter kaum ver- 
andert, Hyaloplasmakugeln weniger glanzend als vorher und linsenférmig ver- 
flacht. 

Nach 8 Stunden, 50 Minuten: In allen Zellen Deplasmolyse; Plasmaraumgitter auf- 
gelést; wenige Plasmafaden durchziehen die Vakuole; die abgeflachten Hyaloplasma- 
gebilde heben sich vom tibrigen Plasma nur wenig ab, sind aber ansonsten nicht ver- 
andert. 

Nach 23 Stunden: Hyaloplasmagebilde seltener und nur mehr sehr undeutlich zu 
erkennen. Der Schnitt wird in Aqua dest. tibertragen. 

Nach 25 Stunden: Sehr wenige Plasmafiden; Hyaloplasmagebilde sind nicht 
mehr zu erkennen. Der Schnitt wird in 0,20 n CaCl, iibertragen. 

Nach 28 Stunden: MaBige Plasmolyse, Beginn eines Plasmaraumgitters mit sehr 
zarten Plasmafiaden; selten sind Hyaloplasmakugeln zu sehen. Der Schnitt wird in 
0,30 n CaCl, iibertragen. 

Nach 31 Stunden: Plasmaraumgitter und wieder zahlreiche Hyaloplasma- 
kugeln! 


Die Hyaloplasmakugeln zeigen also keine besonders gearteten Auflé- 
sungsbilder, sondern werden allmahlich unsichtbar. 
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d) Hyaloplasmaringe und -kappen 
Protoplaste mit diesen Gebilden zu deplasmolysieren, gelang in keinem 
einzigen Falle. Die Protoplaste gingen kurze Zeit nach dem Ubertragen in 
schwachere Konzentrationen zugrunde. Die MHyaloplasmaringe oder 
-kappen verlieren dann ihre Homogenitaét: es kommt zu Entmischungen. 
Als Folge bilden sich Blasen mit scharf abgegrenzten Hiutchen, die an- 
schwellen und nach einiger Zeit platzen. 


8. Differenzierungen und Plasmakonfigurationen 


Beobachtet man verschiedene Schnitte aus verschiedenen Konzentra- 
tionen eines Plasmolytikums zu verschiedener Zeit, so ergibt sich eine so 
groBe Fiille von Konfigurationen in Verbindung mit Differenzierungen, daB 
es schwierig erscheint, einen systematischen Zusammenhang zwischen 
Konfigurationen und Differenzierungen zu erfassen. Wenn es auch gelingt, 
Beziehungen zwischen bestimmten Differenzierungen und Konfigurationen 
zu finden, so wird dieser Zusammenhang doch wieder durch Hyaloplasma- 
formen gestért, die offensichtlich an keine Konfiguration gebunden sind. 

So kénnen z. B. Hyaloplasmakugeln sowohl bei einfachen Fadenbil- 
dungen des Cytoplasmas als auch bei Systrophe und Prolaps zur Ausbil- 
dung kommen. Entmischungsformen von Hyaloplasmakugeln, also blasen- 
formige Gebilde, fanden sich hingegen nur am Systropheklumpen. Plasma- 
Amo6ben kénnen bei jeder Konfiguration in Erscheinung treten; die ver- 
schiedenen Formen von Klumpen, Schlieren und Linsen sind freilich weit- 
gehend an Konfigurationen gebunden. Hyaloplasmaringe und -kappen 
treten ausnahmslos nur an systrophischen Ballen in Erscheinung. Myelin- 
figuren dagegen sind an keine Konfiguration gebunden. 

Wie der Konfigurations- und Differenzierungsablauf divergieren kann, 
mége an zwei Beispielen gezeigt werden: 

1. Zum Ablauf der Konfigurationsfolge Plasmafadenbildung -> Plasma- 
raumgitter > Zentrierung > Systrophe ist ein bestimmter mittlerer Plas- 
molysegrad notwendig. Mit dieser Konfigurationsfolge wiirde z. B. in 
CaCl, folgende Differenzierungsfolge parallel laufen: Klumpenférmige 
Plasma-Am6ben > rein hyaline Plasma-Amében (schlieren- und _ linsen- 
formige) > Hyaloplasmakugeln. Bei schwacheren Plasmolysegraden wiirde 
die Konfigurationsfolge im Stadium des Plasmaraumgitters oder der Zen- 
trierung sozusagen ,,stecken“ bleiben, ja unter Umstinden sogar leicht riick- 
laufig werden. Wir kénnen nun beobachten, daB die Differenzierungs- 
folge trotzdem in Richtung Hyoloplasmakugeln weiterlaiuft, wie wir denn 
auch Hyaloplasmakugeln in niederen Konzentrationen in einem Plasma- 
raumgitter beobachten kénnen. 

2. In bestimmten Salzlésungen (z. B. NaCl) kommt es auBerordentlich 
rasch zur Systrophe. Die Ausbildung von Differenzierungen erfolgt nicht 
so rasch, so daB die Differenzierungsfolge in diesem Falle der Konfigura- 
tionsfolge ,,nachhinkt“. 

Diese Beispiele allein mégen ersichtlich machen, daB man von einer 
Parallelitat oder einer gegenseitigen Abstimmung von Konfigurationen und 
Differenzierungen schwer sprechen kann. Beide werden von der Art und 
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Konzentration des Plasmolytikums, der Temperatur und vermutlich noch 
vielen anderen Momenten etwas verschieden beeinfluBt, so daB oft eher 
von einer Divergenz als einer Konvergenz von Konfigurationen und Diffe- 
renzierungen gesprochen werden muB. Wir glauben aber, aus allen unseren 
Versuchen heraussehen zu kénnen, daB wahrscheinlich durch die Ausbil- 
dung verschiedener Plasmakonfigurationen an sich Veranderungen im 
feineren Mischungsverhiltnis der einzelnen Cytoplasmaanteile 
entstehen und es dadurch erst zu Plasmadifferenzierungen kommt. 


9. Das Verhalten der Cytoplasmadifferenzierungen gegeniiber 
experimentellen Eingriffen 


Schon zu Beginn unserer Versuche, insbesondere als wir die Hyaloplasma- 
kugeln ,,entdeckten‘, schien es uns klar, da sich uns in den verschiedenen 
hyalinen Differenzierungen stark lipoidhaltige Anteile des Cytoplasmas 
priisentieren, die zwar in der Form, Beweglichkeit usw. verschieden, den- 
noch aber nur als Variationen einer Plasmakategorie betrachtet werden 
miissen. Verschiedene Versuche sollten uns daher AufschluB iiber die Na- 
tur der hyalinen Gebilde geben. Wir haben dementsprechend Zentrifugie- 
rungsversuche durchgefiihrt, mit Vitalfarbstoffen gearbeitet, das Verhalten 
der hyalinen Gebilde in organischen Lésungsmitteln gepriift und schlieBlich 
die Gebilde zu fixieren versucht. Im nachfolgenden berichten wir kurz iiber 
die Ergebnisse dieser Priifungen. 


a) Verhalten nach Zentrifugierung 


Durch Zentrifugierung kann man bekanntlich Plasma-Amében erzeugen 


(Kiister 1932a, 1937, Toth, Graf, Richter 1943). Uber den Effekt 
der Zentrifugenbehandlung auf amdboide Gebilde scheinen jedoch keine 
Beobachtungen vorzuliegen. Wir erwarteten, daB die Hyaloplasmagebilde 
leichter als das tibrige Cytoplasma waren und da wir bei entsprechender 
Zentrifugierung eine entsprechende Verlagerung erhalten wiirden. Aber 
schon die ersten Versuche zeigten, daB durch Zentrifugierung ein Nachweis 
des Unterschiedes im spezifischen Gewicht von gekérntem und hyalinem 
Plasma kaum zu erbringen ist: Eine sehr intensive Schleuderung, die eine 
Verlagerung des gekérnten Plasmas bewirkt, fiihrte in allen Fallen zum Tode 
der Protoplasten. Es gelingt nur, bestimmte hyaline Gebilde zentrifugal zu 
verlagern. 

Am leichtesten ist dies bei Hyaloplasmakugeln zu _ bewerkstelligen. 
Durch ihre relative Schwere, den geringen Reibungswiderstand und ihre 
Kugelform lassen sie sich aus jeder Plasmakonfiguration, ob nun aus einem 
Plasmaraumgitter oder einer Systrophe, leicht mit einer Tourenzahl von 
etwa 2000/min vom tibrigen Cytoplasma herausschleudern und finden sich 
dann am zentrifugalen Teile des Protoplasten. Sie werden durch das Schleu- 
dern weder deformiert noch verschmelzen sie miteinander. Es gibt ein sehr 
eindrucksvolles Bild, wenn man die Kugeln aus einem Plasmaraumgitter 
herausschleudert und die vorher regellos verteilten Kugeln nach der Be- 
handlung am zentrifugalen Ende des Protoplasten zusammengedringt 
findet, wihrend das Plasmaraumgitter vollig unversehrt bleibt. LaBt man 
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einen Schnitt nach dieser Behandlung liegen, so werden die Kugeln nach 
einigen Stunden durch die Plasmastrémung wieder ziemlich gleichmaBbig 
im Protoplasten verteilt. 

Unmittelbar nach der Schleuderung sieht man in den Hyaloplasmakugeln 
Vakuolen; es spielen sich offenbar Entmischungsvorginge ab, die nach eini- 
ger Zeit wieder verschwinden. Spiter treten an den Kugeln winzige Ol- 
trépfchen auf, die aber von den Kugeln nicht wieder aufgenommen werden. 
Die Abb. 21 zeigt entsprechende Verlagerungsbilder. 











Abb. 21. Hyaloplasmakugeln unmittelbar nach dem Zentrifugieren 

(oben) und in den gleichen Zellen etwas spiéter; man sieht unten 

die Riickbewegung der Kugeln nach der Verlagerung und die aus- 
tretenden Oltrépfehen (dunkel). 


Wesentlich schwerer als Hyaloplasmakugeln lassen sich hyaline Plasma- 
Am6ben durch Zentrifugierung verlagern. Solange noch viel iibriges Cyto- 
plasma am Protoplasten in Form von Strangen u. dgl. verteilt ist, gelingt 
eine Schleuderung kaum. Wenn die Wand des Protoplasten vom Cyto- 
plasma sozusagen geraumt ist, wie es bei Systrophe der Fall ist, dann ist es 
verhaltnismaBig einfach, schlieren- oder linsenférmige Plasma-Amében 
zentrifugal zu verlagern. Sie verschmelzen dann fast immer zu einer einheit- 
lichen am6boiden Masse, die im Aussehen einer Hyaloplasmakappe gleicht. 

Protoplaste mit Hyaloplasmaringen oder -kappen sind gegen Zentri- 
fugierung auBerordentlich empfindlich. Ein Verlagerungsversuch ist aus 
diesem Grunde nie gelungen. 


b) Vitalférbung 


Als einer der besten Lipoidfarbstoffe kam fiir unsere Versuche vor allem 
Chrysoidin in Frage (vgl. Wulff 1934, Strugger 1949, Hofmeister 1948, 
Hoéfler 1954). Wir arbeiteten zum Teil mit sehr hohen Konzentrationen 
(bis 1:500), die im Plasmolytikum gelést und kurze Zeit unter dem Deck- 
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glas durchgesaugt wurden. Neben Chrysoidin verwendeten wir auch Ma- 
lachitgriin und einige andere Farbstoffe, die ebenfalls unsere Hyaloplasma- 
gebilde firbten. Die Tab. 3 zeigt das Verhalten der Differenzierungen gegen- 
iiber diesen Farbstoffen. 

Die gemeinsame Natur aller hyalinen Differenzierungen ergibt sich 
iiberzeugend aus dem gleichen Fairbeverhalten gegeniiber Chrysoidin 
und Malachitgriin. Die Fiarbung ist freilich nicht immer gleich intensiv. 
Sie wechselt von hell bis dunkel. Wesentlich geringer als die hyalinen For- 
men farbt sich immer das iibrige Cytoplasma. Nur wenn in einem Plasma- 
raumgitter einzelne Strange dicker und glanzender sind als die tibrigen, 
dann fairbt sich auch das Cytoplasma dieser dicken Strange intensiver, 
was eben auf ihren Lipoidreichtum zurickzufiihren ist. 


Tabelle 3. 





Farbeeffekt 
Farbstoff 


Cytoplasma hyaline Differenzierungen 





Chrysoidin gering intensiv 
Malachitgriin 


Solidgriin sehr gering nur Hyaloplasmakugeln intensiv 


Bismarckbraun re a schwach nur Hyaloplasmakugeln 


Capriblau 


Gallocyanin 





Janusgriin 


Zur Farbung der Hyaloplasmagebilde im einzelnen ist zu bemerken, dab 
die Farbstoffe am starksten von den Kugeln gespeichert werden, wo- 
bei diese sich innerhalb und auBerhalb des Protoplasten vdéllig gleich ver- 
halten. In der Stufenreihe der Farbspeicherung folgen nach den Kugeln 
die Plasma-Amoében und nach diesen die Hyaloplasmaringe und -kappen. 
Unter den Plasma-Amében farben sich die linsenformigen intensiver als 
die beiden iibrigen Formen. Myelinfiguren farben sich zumeist wenig. 

Zur Erklarung der unterschiedlichen Anfairbung ist der Schlu8 wohl be- 
rechtigt, daB die Verschiedenheit auf dem quantitativen Unterschied des 
relativen Lipoidgehaltes beruht. Die ausgesprochen ,,wiasserig“ aussehenden 
Gebilde, wie manche Myelinfiguren, die schlierenformigen Plasma-Amében 
und die Hyaloplasmakappen, weisen den schwichsten Farbton auf im Ge- 
gensatz zu den kompakteren Formen (Kugeln). 

Wie bereits friiher beschrieben, treten bei der Koagulation von Hyalo- 
plasmakugeln dlartige Trépfchen aus diesen aus, wahrend die Kugeln zu 
metallisch glanzenden Kliimpchen zusammensinken. Es sei erwihnt, dab 
die Kliimpchen durch Chrysoidin und Malachitgriin intensivst gefarbt 
werden, wihrend die Oltrépfchen diese Farbstoffe nicht speichern. Im Ge- 
gensatz zum Koagulat werden diese aber mit Sudan II tief rot gefarbt. 





Vitale Entmengung des Cytoplasmas von Cyclamen 261 


Neben den friither genannten Farbstoffen verwendeten wir auch Rhoda- 
min B. ,,Es bleibt im Hellfeld unsichtbar und wird erst im UV-Licht sicht- 
bar: die Lipoide des Plasmas farben sich‘‘ (H6fler 1954). Die Betrachtung 
von hyalinen Gebilden im UV-Licht nach Rhodaminfarbung ist sehr in- 
struktiv, insbesondere wenn Protoplaste mit Hyaloplasmakugeln behandelt 
wurden. Das Plasma bleibt véllig dunkel, wahrend die Kugeln intensiv 
rote Fluoreszenz zeigen. 


c) Das Verhalten gegeniiber Ather, Alkohol wnd Chloroform 


Bei der Annahme, daB die hyalinen Differenzierungen im Wesen aus 
einem eiweiBarmen kolloidalen System von Lipoiden und Wasser bestehen, 
war zu erwarten, da sie auf Behandlung mit organischen Lésungsmitteln 
mit einer Herabsetzung der Viskositiat reagieren. Bei Gegenwart von Elek- 
trolyten (Salzen) und EiweiBstoffen war eine Koagulation kaum zu erwar- 
ten (vgl. Lepeschkin 1938). 

Samtliche Versuche wurden an Schnitten durchgefiihrt, die mit CaCl, 
plasmolysiert waren. Der Erfolg aller Versuche mit den oben genannten 
Stoffen 1iBt sich in zwei Gruppen teilen. 

1. Bei einer ,,sanften“ Behandlung (kurze Einwirkungszeit) tritt eine 
Verfliissigung der Hyaloplasmagebilde ein; die Konturen verschwinden 
und es hat den Anschein, als wiirden sie sich véllig auflésen. Interessant ist, 
da8B Hyaloplasmakugeln, die z. B. vor einer Atherbehandlung mit Chrysoi- 
din eine intensive Farbung gezeigt hatten, nach der Behandlung nur 
in wesentlich geringerem AusmaBe den Farbstoff speichern 
konnten. Wir nehmen an, da durch Ather eine farbstoffspeichernde 
Komponente herausgelést wird. 

2. Bei einer groben Behandlung (langere Einwirkungsdauer oder konzen- 
triertere Lésungen) gehen Protoplaste und Hyaloplasmaformen zugrunde. 
Das Plasma koaguliert, und mit den hyalinen Differenzierungen gehen 
typische Formveranderungen vor sich: Aus den erst homogenen Gebilden 
entstehen Blasen, die das Bestreben haben, sich abzurunden. In den Blasen 
selber entstehen in den meisten Fallen Niederschlige (Koagulate); schlieB- 
lich reiBen die Blasen auf, wobei die Hiillen erhalten bleiben. Hiezu mége 
noch erwihnt werden, daB man bei Behandlung von Protoplasten, die keine 
Differenzierungen aufweisen, mit organischen Lésungsmitteln kleine und 
kleinste Blischen entstehen sieht, die groBe Ahnlichkeit mit den oben ge- 
schilderten Blasen haben. Wir nehmen an, da8B diese Blaschen aus dem 
diffus verteilten stark lipoiden Plasmaanteil stammen, den 
wir bei unseren Versuchen getrennt vom tibrigen Plasma in mehr oder weni- 
ger einheitlichen Mengen beobachten konnten. 

Im einzelnen gibt es eine groBe Anzahl verschiedenster Bilder und For- 
men, die wir nach Behandlung mit den drei genannten Lésungsmitteln er- 
halten. Wir wollen einen Versuch als Beispiel hiefiir herausgreifen. 


Cyclamen europaeum (Protok. Nr. 19/21/3) 


Schnitt 28 Stunden in 0,50 mol CaCl, nach vorheriger 15stiindiger Wasserung. Beob- 
achtung an einer Zelle. Temperatur = 18° C. 
Zu Beginn der Beobachtung: Starke Plasmolyse, perfekte Systrophe, mehrere lin- 
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senférmige Plasma-Amében. Der Schnitt wird in 0,50 mol CaCl, mit 5 Volumprozent 
Alkohol tibertragen. 

Nach 28 Stunden, 20 Minuten: Amében etwas flacher. 

Nach 28 Stunden, 50 Minuten: Die Amében sind miteinander in Verbindung ge- 
treten, einige sind zur Systrophe geflossen. 

Nach 29 Stunden, 30 Minuten: Die mehr und mehr flach werdenden Amdben zer- 
kliiften sich zu einem grobmaschigen Netz (Abb. 22 oben). 

Nach 30 Stunden, 50 Minuten: Saimtliche Amében sind in ein eigenartiges flaches 
Gebilde umgewandelt (Abb. 22 unten). Das Bild andert sich in der nichsten Zeit nur 
mehr wenig. Nach 33 Stunden wird der 
Schnitt in eine reine 0,80 mol CaCl,-Lésung 
iibertragen. 








Nach 34Stunden: Die vorher gezeigten 
flachigen hyalinen Gebilde sind vollkom- 
men verschwunden. Einige wenige linsen- 
foérmige Plasma-Am6ben sind wieder auf- 
getreten. 

Neben Athylather, Alkohol und 
Chloroform haben wir unsere 
Schnitte auch mit Petrolaither und 
Azeton behandelt. Das vorher ge- 
schilderte Verhalten der hyalinen 
Differenzierungen gilt auch fiir die 
beiden letztgenannten Mittel. 











d) Fiaxierung der hyalinen 
Airy Differenzierungen 
; - Bei ihren Studien tiber den 
J N< a Tonoplasten ist es Lederer (1934) 
St recaps: gelungen, diese zu fixieren. Da es 
Abb. 22. Hyaloplasma-Amében nach Be- sich dabei um Plasmagrenzschichten 
handlung mit Alkohol. handelt (H6fler 1932), deren Natur 
mit den Hyaloplasmagebilden Uber- 
einstimmung zeigen kénnte, haben wir versucht, diese ebenfalls zu fixieren. 
Als Fixierungsmittel verwendeten wir Pikrinséiure in wisseriger Losung 
sowie ein Gemisch von Pikrinsiure und Sublimat in alkoholischer Lésung, 
weiters Osmiumsaure und Essigsiure. 

Ein Fixierungsergebnis erhielten wir nur bei den Hyaloplasmakugeln. 
Alle iibrigen hyalinen Formen sind bei der Behandlung mit den genannten 
Fixierungsmitteln auBerordentlich hinfallig. Sie verschwinden nach kurzer 
Einwirkung, ohne ein sichtbares Koagulat zu hinterlassen. Pikrinsiure 
allein oder im Gemisch mit Sublimat ergibt keine dauernde Fixierung der 
Kugeln. Die entstehenden Koagulate wiesen mannigfachste Formen auf. 
Ks sind vor allem wabige und schleifenformige Gebilde, die zu einem festen, 
stark glinzenden Kliimpchen zusammensinken. Mit Osmiumsiuredimpfen 
(Einwirkungsdauer etwa eine halbe Stunde) gelang es, zumindest in einzelnen 
Versuchen, die Kugeln zu fixieren; sie schwirzten sich dabei oberflachlich 
sehr stark. 
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Die schénsten Fixierungsbilder erhielten wir mit n/10 Essigsiure. Die 
Kugeln entmischten sich dabei zu derben Hiillen mit einem wisserigen In- 
halt, in dem stets ein Gerinnsel zu beobachten war. 

Wenn man die fixierten Kugeln und Koagulate mit Millonschem Reagenz 
behandelt, so bleiben sie stets fast farblos im Gegensatz zum koagulierten 
Plasma des Protoplasten, das sich ziegelrot fairbt. Das Ausbleiben der 
KiweiBreaktion und die Schwirzung mit Osmiumsaure weisen darauf hin, 


da8B die Kugeln als ein sehr lipoidreicher Bestandteil des Cytoplasmas zu 
betrachten sind. 


10. Entmischungen im Zellsaft von Cyclamen-Arten 


Bei unseren Versuchen mit Cyclamen-Arten traten nach Plasmolyse 
immer wieder auch Entmischungen des Zellsaftes auf, die sehr auffallig 
und formenreich sind. Im allgemeinen erscheinen sie ziemlich unvermittelt 
als groBe, stark glinzende Kugeln, nehmen im Durchschnitt etwa ein 
Viertel der Zellbreite ein und wandeln sich spater zu Sphariten und auch zu 
Kristalldrusen um (Abb. 23). Die Entmischungsk6érper traten vornehmlich 
in CaCl,-Lésungen bei héheren Konzentrationen (etwa 0,70 ”) auf. Sie er- 
innern an Entmischungskugeln, die durch verschiedenen EinfluB bei vielen 
Objekten (vgl. Kiister 1935a, p. 353) bekannt sind und als Gelbildungen 
betrachtet werden (vgl. auch Gicklhorn 1929). 

Im ersten Stadium der Entmischung treten glinzende hyaline Kugeln 
mit diinnen Membranen von hell- bis dunkelgrauer Farbe auf. Die Kugeln 
zeigen zwischen gekreuzten Nikols ein schwarzes Kreuz. Nach etwa einem 
Tage entstehen feine Kristalle an der Oberflache der Kugeln. Die Kristall- 
bildung schreitet dann von aufen nach innen zu weiter fort, so daB schlieB- 
lich die Kugeln zu Sphariten werden, die sich in einem noch spiteren Sta- 
dium als mehr oder minder unregelmaBige Kristalldrusen priasentieren. 
Mit dieser Form haben die Entmischungskugeln ihr Endstadium erreicht. 
Im Polarisationsmikroskop tritt dann kein einheitliches schwarzes Kreuz 
auf, sondern jeder Kristall der Drusen leuchtet beim Drehen des Objekt- 
tisches fiir sich auf. Beim Entstehen der Entmischung sind die Protoplaste 
zumeist noch am Leben, die Spharite dagegen liegen haufig in schon ge- 
schidigten oder toten Protoplasten. 

Der Prozentsatz der Protoplaste, die diese Entmischungserscheinungen 
zeigen, ist bei Cyclamen europaeum sehr gering; er tibersteigt kaum 5%. 
Bei dem gelegentlich untersuchten C. saldense hingegen zeigten manchmal 
bis 50% der Protoplaste Zellsaftentmischungen. Um sie itiberhaupt beob- 
achten zu kénnen, ist eine gewisse Vitalitat der Protoplaste die Voraus- 
setzung. Nicht jede Zelle vertraigt sehr hohe Plasmolysegrade und noch 
dazu iiber einige Tage; beide Momente stellen jedoch die Voraussetzung 
fiir die Zellsaftentmischung dar. Wie wir feststellen konnten, begiinstigt 
ein Zusatz von 0,01% H,BO, das Entstehen der Entmischung ganz be- 
deutend. 

Es lag nicht im Plan unserer Arbeit, die chemische Natur der Zellsaft- 
entmischungen zu studieren. Erwahnt sei nur, daB Reaktionen mit Digitonin 
(vgl. Guilliermond 1937) kein positives Resultat ergaben, da es sich also 
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um keine Phytosterine handeln kann. Zur weiteren Charakteristik geben 
wir folgendes Verhalten an: 

Die Entmischungskorper sind léslich in Wasser, Athylither, 3°(iger 
Essigsiure und Ammoniak (konz.), dagegen unléslich in Alkohol. Mit 
Chrysoidin und Malachitgriin sind die noch gelartigen Kugeln, nicht jedoch 
die Kristalldrusen anzufarben. Mit Pikrinsiure und Sublimat behandelt, 


sd Nee 



































Abb. 23. Aus Entmischungen entstandene Spharite und Kristalldrusen im Zellsaft 
von Cyclamen nach 7tigiger Plasmolyse in 0,70 mol CaCl,. 


lésen sich die Entmischungskérper auf, wobei ein kleines glinzendes Ge- 
bilde iibrig bleibt. Mit Osmiumsaure gelingt es hie und da, die Korper zu 
schwarzen. 


IV. Zusammenfassung und Diskussion 


Auf Behandlung mannigfacher Art, vor allem nach Plasmolyse, reagiert 
die Pflanzenzelle mit Anderungen der Plasmakonfigurationen. Daneben 
kommt es aber auch zu Veranderungen des Cytoplasmas selbst, die vor 
allem in einer Scheidung von hyalinem und kérnigem Cytoplasma sichtbar 
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werden. Wir sprechen in einem solchen Falle von einer Differenzierung 
des Cytoplasmas und verstehen darunter ganz allgemein das Sichtbar- 
werden verschiedener Plasmakomponenten in einer Zelle, die sich vor allem 
durch ihr verschiedenes optisches Verhalten, aber auch durch ihr verschie- 
denes Verhalten bei experimentellen Eingriffen auszeichnen. 

Vorziigliche Objekte zum Studium von Plasmadifferenzierungen stellen 
neben den von Lanz (1943) bereits bearbeiteten Perigonblittern von 
Phyllocactus die Grundgewebszellen der Blattstiele von Cyclamen-Arten dar, 
unter denen vor allem das in der Wiener Umgebung heimische Cyclamen 
europaeum unsere besondere Beachtung gefunden hat. 

Nach Plasmolyse kommt es in den Grundgewebszellen dieses Objektes zur 
Systrophe mit allen bekannten Vorstadien, unter denen insbesondere das 
Plasmaraumgitter und die Zentrierung als markante Phasen zu beobachten 
sind. Die Zusammenballung des Cytoplasmas erfolgt bei Cyclamen in der 
Art, da8 sich die Plasmafaiden aneinanderlegen und dadurch ,,Struk- 
turen‘ der perfekten Systrophe ausbilden, die wir entsprechend der Lage 
der Plasmafaden als radiir und konzentrisch bezeichnen. Eine Zwischenform 
stellt die Systrophe mit reticulirer Struktur dar. Zwischen den einzelnen 
Faden bilden sich Queranastomosen, das sind hyaline Plasma- 
verbindungen, wodurch winzige Vakuolen eingeschlossen 
werden. Durch Deplasmolyse (auch durch Atherzusatz) lassen sich diese 
winzigen Vakuolen leicht auflockern. Insbesondere bei radiiren Struk- 
turen vergréBern sich dann die Vakuolen und kugeln sich ab. Sie sind auf 
mannigfache Art Ausgangspunkte zu einer grobschaumigen Durchkliiftung 
des gesamten Protoplasten. 

Neben den groben Verlagerungen des Cytoplasmas kommt es so gleich- 
zeitig auch zu einer Differenzierung des Cytoplasmas. Die Rander der 
Plasmastringe, insbesondere aber die Queranastomosen und die spiateren 
Hiillen der an den Systrophen sich bildenden Vakuolen bestehen aus 
hyalinem Cytoplasma, das offensichtlich ganz andere Eigenschaften 
aufweist als das gewohnliche Cytoplasma im Normalzustand. Diese leicht 
zu tibersehenden Entmengungen des Cytoplasmas leiten zu jenen Formen 
von lipoidreichem Cytoplasma iiber, fiir welche gerade Cyclamen europaeum 
ein hervorragendes Studienobjekt darstellt. 

Schon bei verhaltnismaBig schwacher Plasmolyse, wenn sich ein Plasma- 
raumgitter bildet, sondern sich vom Cytoplasma hyaline Anteile ab und 
bilden amé6boide Klumpen, die wir entsprechend ihrer Form in klum- 
penférmige, schlierenformige und linsenformige Hyaloplasma-Amében 
trennen. Insbesondere in CaCl,- und Zuckerlésungen entstehen aus diesen 
hyalinen Plasmaanteilen kugelige Gebilde, die wir als Hyaloplasma- 
kugeln bezeichnen. Bei sehr starken Plasmolysegraden kénnen sich diese 
hyalinen Kugeln auch an den Hechtschen Faden auBerhalb der Protoplaste 
bilden. 

Nicht immer bilden sich aus den Plasma-Amében Hyaloplasmakugeln, 
sondern die Amében kénnen auch zu einer ,,GroBamdbe verschmelzen, wo 
sie dann entsprechend ihrer Masse entweder als Hyaloplasmaring oder 
als Hyaloplasmakappe an der Systrophe liegen. 
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Wihrend noch die Plasma-Amében und auch die Hyaloplasmakugeln 
wieder zu einer Verschmelzung mit dem iibrigen Cytoplasma gebracht 
werden kénnen, stellen die Hyaloplasmaringe und -kappen bereits End- 
formen von Cytoplasmaentmengungen dar, die bei Cyclamen nicht mehr 
reversibel sind. 

Zu den Entmengungen des Cytoplasmas sind auch die leicht zu beob- 
achtenden Myelinfiguren zu zahlen, die insbesondere bei kurzfristigen 
Konzentrationsinderungen des Plasmolytikums aus den hyalinen Anteilen 
des Cytoplasmas ,,effigurieren“. 

Saimtliche hier beschriebenen hyalinen Differenzierungen des Cytoplas- 
mas zeigen gleitende Uberginge von einer Form in die andere, so daB wir 
sie als eine Kategorie des Cytoplasmas betrachten kénnen. Sie unterschei- 
den sich im wesentlichen untereinander nur in der Form, der Beweglich- 
keit und dem relativ verschiedenen Lipoidgehalt. Das letztere 
zeigten vor allem Vitalfarbeversuche mit Chrysoidin: Alle hyalinen 
Plasmadifferenzierungen fairbten sich mit diesem Farbstoff wesentlich 
stirker als das iibrige Cytoplasma und zeigten nach dem Grade der An- 
farbbarkeit folgende Stufenleiter mit abnehmender Intensitaét : Hyaloplasma- 
kugeln, linsenférmige, schlierenformige, klumpenférmige Plasma-Am6ben, 
Hyaloplasmaringe sowie -kappen und Myelinfiguren. Der starke Lipoid- 
gehalt der hyalinen Differenzierungen zeigte sich auch bei Behandlung mit 
organischen Lésungsmitteln (Athylaither, Petrolaither, Alkohol, Chloroform 
und Azeton), die eine Viskositatsverminderung, Herabsetzung der Ober- 
flachenspannung und einen irreversiblen Verlust des Glanzes der hyalinen 
Formen bewirken. Nach einer derartigen Behandlung zeigt sich auch eine 
wesentliche Herabsetzung der Anfarbbarkeit mit Chrysoidin. 

DaB die hyalinen Differenzierungen als Entmengungen des Cyto- 
plasmas zu betrachten sind, zeigte die unmittelbare Beobachtung der 
Entstehung und die Wiedervereinigung mit dem tibrigen stark eiweiB- 
haltigen, zur ausgesprochenen Strémung und Fadenbildung befiahigten 
Cytoplasma. Die Wiedervereinigung, zumindest der erstentstehenden For- 
men, ist insbesondere nach Deplasmolyse zu beobachten, was gleichzeitig 
auch die Berechtigung gibt, diese Differenzierung als einen intravitalen 
Vorgang zu betrachten. 

Die hier beschriebenen Vorginge der Entmengung des Cytoplasmas 
decken sich mit den Meinungen iiber den Feinbau des Cytoplasmas, wie sie 
von Lepeschkin (1938) und spater insbesondere von H6fler (1939, 1947 
und 1954) (vgl. hiezu auch Drawert 1952 und Lison 1935) vertreten 
wurden, in denen die Theorie der Haftpunkte zwischen Eiwei8 und Lipoid 
abgelehnt und die Vorstellung vertreten wird, daB es sich dabei um echte 
chemische Valenzbindungen zwischen Eiwei8 und Lipoid handelt. 
Die Vorginge der Plasmadifferenzierung bei Cyclamen deuten offensichtlich 
darauf hin, da8B nicht eine Interstitialsubstanz des Eiweif8es ihre Haftpunkte 
verloren hat, sondern daB sich eine lipoidreiche EiweiBkomponente 
von einer lipoidarmen getrennt hat. 

Die Frage, inwieweit Cytoplasmadifferenzierungen an bestimmte Plasma- 
konfigurationen gebunden sind, ist dahin zu beantworten, da8 zwischen 
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beiden Erscheinungen nur ein sehr loser Zusammenhang besteht und daB 
weniger eine bestimmte Konfiguration, sondern eher ein Konfigurations- 
wechsel fiir die Entstehung bestimmter hyaliner Differenzierungen maB- 
gebend ist. Es ist auch nicht die Art des Plasmolytikums fiir die einzelnen 
Formen besonders entscheidend, sondern in erster Linie dessen Konzen- 
tration bzw. der Plasmolysegrad. Daneben ist von Einflu8B die Tempe- 
ratur, die Vorbehandlung der Schnitte (Wassern) und vor allem eine 
mit dem Ausdruck ,,Stimmung‘ von uns bezeichnete Reaktionswilligkeit, 
deren tiefere Ursachen wir nicht kennen. 

Kursorisch haben wir auch interessante Zellsaftentmischungen im 
Zellsaft von Cyclamen beschrieben, die ebenfalls nach Plasmolyse auf- 


treten. Es erscheinen gelartige Kugeln, die sich weiter zu Kristalldrusen 
entwickeln. 


Herr Professor Dr. Karl Héfler, Vorstand am Pflanzenphysiologischen 
Institute der Universitit in Wien, hat unsere Versuche mit groBem Inter- 
esse verfolgt. Wir danken ihm herzlich fiir die uns geschenkten Stunden 
der Diskussion. 
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Notizen zu Beobachtungen iiber Vertrocknungsgradienten 
und einige Anregungen zu Fragen der Protoplasmatik* 


Von 
Josef Gicklhorn 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 6 Textabbildungen 


(EHingelangt am 16. Januar 1956) 


I. 


Den hier mitgeteilten Beobachtungen seien einige Bemerkungen voran- 
gestellt, und zwar vom Standpunkt der Wissenschaftsgeschichte. 

Unter dem Titel: ,,Physiologische Ungleichheit bei morpholo- 
gischer Gleichheit“ hat Weber im Jahre 1925 in der Osterreichischen 
Botanischen Zeitschrift, Bd. 74, Nr. 11/12, in einer kurzen Mitteilung (sechs 
Seiten) erstmalig Tatsachen und Probleme beachtet, die heute besonders 
aktuell sind. Markante Satze dieser unscheinbaren Arbeit seien eigens 
wiedergegeben : 

Die VerliBlichkeit und Exaktheit physiologischer Untersuchungen 
hangt in weitgehendem Mafe von der Gleichartigkeit und Vergleichbarkeit 
der Reaktionsweise des Versuchsmaterials ab. Man ist daher stets bemiiht, 
geno- wie phanotypisch mdglichst gleichwertiges Material zu verwenden. 
Insbesondere bei zellph ysiologischen Untersuchungen wird aber immer 
mehr klar, wie wenig morphologische Homogenitat als Kriterium fiir 
physiologische Identitaét verlaBlich ist.‘ 

Es scheint mir wichtig, da8 Einzelerfahrungen tiber Falle von 
physiologischer Konstitutions- und Zustandsungleichheit bei 
morphologischer Gleichheit bekanntgegeben werden, weil dies 
zur Vermeidung von Irrtiimern beitragen kann, die sich ergeben wiirden, 
wenn gleichaussehendes Zellmaterial ohne weitere Priifung als physiologisch 
gleichwertig hingenommen wird.“ 

Hine systematische Darstellung der Methoden, mit denen es 
versucht werden kénnte, eine physiologische Identitatspriifung vorzuneh- 
men, liegt noch nicht vor.... Man wird mit allen méglichen Mit- 
teln versuchen miissen, physiologische Heterogenitaten auf- 
zudecken.“ 

»»Die Tatsache, daB physiologische Unterschiede zwischen normalerweise 


* Prof. Dr. Friedl Weber zum 70. Geburtstag in Erinnerung an anregende 
Diskussionen ! 
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identisch erscheinenden Individuen (seien es Zellen oder vielzellige Ein- 
heiten) unter ungiinstigen Bedingungen besonders leicht manifest werden, 
ist schon linger bekannt. Paal (1914) hat darauf hingewiesen, daB die in- 
dividuelle Variabilitaét um so stirker zutage tritt, je weiter sich die Lebens- 
bedingungen vom Optimum entfernen .. .“ 

,,Warin scheint mir ein methodischer Hinweis zu liegen fiir eine physiolo- 
gische Identitatspriifung.“ 

Mit dieser ersten Studie hat Weber schon vor 30 Jahren nicht nur auf 
wichtige Fragen der Protoplasmatik hingewiesen, sondern auch auBer ein- 
pragsamen ,,Schlagworten“ die ersten Ansitze zum Programm einer neuen 
fruchtbaren Forschungsrichtung gegeben. 

* 

In der Antrittsvorlesung am 27. Mai 1929 hat Weber seine friiheren 
Ideen wesentlich und grundlegend erweitert. Der Titel eines ,,Sammel- 
referates“ in der von Weber begriindeten Zeitschrift ,,Protoplasma“ heiBt 
nun: ,,Protoplasmatische Pflanzenanatomie.“ Diese Programm- 
schrift (16 Seiten!) ist heute genau so zeitgemif und beachtenswert wie 
im Jahre 1929. In vollendeter Klarheit und aphoristischer Kiirze der Dar- 
stellung, in ebenso sachlicher als vorsichtiger und zuriickhaltender Kritik 
einer Sachlage bietet diese Studie eine tiberquellende Fiille von Anregungen 
fiir Cytologen, Biologen, Botaniker und Zoologen. Es handelt sich ja um 
eine ,,véllige Neuorientierung der Blickrichtung“! In kritischer 
Einstellung schreibt Weber aber ausdriicklich: ,,Mit Recht wird man den 
Wert einer neuen Forschung erst nach ihren Leistungen beurteilen wollen. 
Was hat die protoplasmatische Pflanzenanatomie an Werken und Werten 
aufzuweisen, da8 sie das Recht in Anspruch nimmt, als neue Forschungs- 
richtung zu gelten und einen gesonderten Platz fiir sich zu verlangen? Es 
muB zugegeben werden, sie hat bisher noch nicht viel geleistet. Doch wire 
man nicht berechtigt, daraufhin eine ablehnende Haltung zu begriinden. 
Aus der Tatsache, daB es noch keine protoplasmatische Pflanzenanatomie 
gibt, da8 man bisher auch ohne sie ausgekommen ist, darf man nicht den 
SchluB ziehen, da8B sie keine Notwendigkeit ist.“ 

* 

Ks ist seither anders gekommen, als Weber selber als Begriinder der 
, protoplasmatischen Pflanzenanatomie“ neben einer ,,deskriptiven“, einer 
, systematischen“, einer ,,physiologischen“ oder einer anders orientierten 
in aller Vorsicht seinerzeit schrieb. Die beste letzte Antwort auf die obige 
rhetorische Frage gab L. Reuter (eine Schiilerin Webers) mit dem dan- 
kenswerten und klar gegliederten Sammelreferat iiber ,,Protoplasmatische 
Pflanzenanatomie‘‘ in dem eben erscheinenden ,,Handbuch der Proto- 
plasmaforschung“ (1955). Eine imponierende Fiille an Spezialarbeiten ist 
von der Autorin sachkundig und iibersichtlich (rund 130 Seiten) zusammen- 
gefaBt worden, ein einziger Beweis dafiir, wie sich fruchtbare Gedanken 
selbst innerhalb kurzer Zeit bewaihren und auswirken kénnen! In einer 
spiteren Geschichte der Botanik wird diese Wendung vermerkt werden. 

In der Programmschrift Webers wurde ausdriicklich auch auf eine 
Spezialfrage hingewiesen, die der Autor so formuliert: 
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80 wird es vor allem médglich sein, den so tiberaus bedeutungsvollen 
Begriff des Gefialles, der bisher in der Pflanzenanatomie 
iiberhaupt kaum Eingang gefunden hat, zur Geltung zu brin- 
gen. Der Begriff des Gefalles oder Gradienten wurde von Child mit groBem 
Erfolge in der Zoologie eingefiihrt. Physiologische Gradienten sind 
sicher auch in pflanzlichen Organismen vorhanden, ohne daB 
sie sich durch morphologische Anzeichen der klassischen 
Pflanzenanatomie verraten hatten.“ 

Die Frage nach irgendwelchen Gradienten ist letzten Endes kein Spezial- 
problem der Protoplasmatik allein, sondern riihrt an Grundfragen, die auch 
mit den Begriffen Spezifitat, Organisation, Morphologie, Physiologie u. a. 
engstens verkniipft sind. Alle Ergebnisse werden und kénnen irgendwie, 
unabhangig von dem Versuchsobjekt und der speziellen Fragestellung, im 
Sinne der Bestrebungen einer allgemeinen Biologie friiher oder spiter 
von Bedeutung sein. - 

Meine eigenen Beobachtungen als zusammenfassender Bericht einer mehr 
als 14jaihrigen Erfahrung betreffen ausschlieBlich Beobachtungen im Frei- 
land. Eine mikroskopische, experimentelle oder histochemische, dabei ins 
Einzelne gehende Bearbeitung habe ich selber nicht durchgefiihrt; sie sei 
anderen itiberlassen. 

Objekte der Beobachtungen waren zuerst erwachsene Baume verschie- 
dener Lindenarten (Tilia) in offentlichen Parkanlagen von Prag und Wien, 
den botanischen Garten beider Universititen, weiters Baume in Alleen 
und Privatgirten. Eine Bestimmung einzelner Arten habe ich nicht vor- 
genommen, sondern mich ausschlieBlich auf Auskiinfte von Gartnern oder 
fallweise angebrachte Namenstafeln verlassen. Hinsichtlich Nomenklatur- 
fragen verweise ich auf die Biicher von Graf E. v. Silva-Tarouca ,,Unsere 
Freiland-Laubgehélze“ und E. Janchen und Wendelberger ,,Kleine 
Flora‘. oa 

Die Ergebnisse kann ich kurz unter Hinweis auf Abb. 1 dahin zu- 
sammenfassen : 

Wenn eine Lindenbliite der Frucht- und Samenreife entgegengeht, dann 
kommt es zu einer Anderung des anfangs griinen, spiter strohgelben Hoch- 
blattes. Im Endstadium ist ein Zustand erreicht, in dem dieses Hochblatt 
so vertrocknet, daf man es mit scharfer Bruchflache brechen kann. Ehe 
es aber soweit kommt, kann man einen bestimmten Gradienten der Ver- 
trocknung bzw. ,,Trockenresistenz‘‘ nach Héfler feststellen, der folgende 
Merkmale aufweist: 

1. Bei einer bestimmten Lindenart beginnt dieser Vertrocknungsgradient 
immer von der aiuBersten Spitze des Hochblattes her. Es kommt zu einer 
mehr oder minder intensiven, stets auffallenden Braunfairbung infolge 
nekrobiotischer und postmortaler Farbstoffbildung. 

2. Diese Braunfairbung schreitet langs des Mittelnervs des Hochblattes 
vor, und zwar unter einem spitzen Winkel, der im Laufe der Reifungszeit 
zunimmt (siehe Abb. 1). 
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3. Im Endstadium beobachtet man eine manchmal iiberraschend scharfe, 
manchmal unscharfe Grenze gegeniiber dem allmihlich durch Zerstérung 
des Chlorophylls sich gelblich oder schwach braun verfirbenden iibrigen 
mittleren und basalen Blattanteil. 

4. Vergleicht man verschiedene Tilia-Arten, dann fallt auf, daB nicht 
bei allen dieser Vertrocknungsgradient gleichartig ist. Am ausgepragtesten 
ist dieser Unterschied zwischen der kleinblattrigen Winterlinde (Tilia cor- 
data = T. parvifolia = T. ulmifolia), der groBblaittrigen Sommerlinde 
(Tilia platyphyllos = T.. grandifolia) und der Silberlinde (Tilia tomentosa = 
T. alba = T. argentea). 

In einem anderen Fall ist der Ty- 
pus dieses Gradienten auch anders, 
wie Abb. 1 zeigt! Die Braunfar- 
bung beginnt zwar ebenfalls an 
der Spitzenregion des Hochblattes, 
weicht aber ausnahmslos dem Mittel- 
nerv aus und schreitet nur lings 
des Blattrandes im Verlauf der 
Vertrocknung weiter. Bei diesem 
Typus If kann die Braiunung bis 
zur Ansatzstelle des Bliitenstieles 
der Trugdolde reichen, was bei Ty- 
pus I in keinem einzigen der von 
mir beobachteten Fille auftrat. 

5. Daraus ergibt sich, daB dieser 
Vertrocknungsgradient ausgespro- 
chen artcharakteristisch, vielleicht 
sogar artspezifisch ist. Dieser Ge- 
danke drangt sich auf, wenn man 
aufmerksam vergleichend verschie- 
dene Tilia-Arten nebeneinander be- 
trachtet, unter denen in Parkanlagen, 

Alleen und botanischen Garten auch 

eingebiirgerte Arten oder Bastarde, 

z. B. Tila euchlora = T. cordata X app. 1, Halbschematische Darstellung 
rubra kultiviert werden. Dazukommt gor Vertrocknungsgradienten bei Tilia- 
noch, daB manche Arten, z. B. Tilia Arten. Oben Typus I, untere Reihe Ty- 
americana (= T. nigra), iiberhaupt pus IT. 

keinen Gradienten erkennen lassen; 

das Hochblatt vertrocknet gleichmaBig bis zur gelben oder schwach 
braunen Farbe. 

6. Verfolgt man an ein und demselben Stamm diese Gradienten waihrend 
einiger Jahre, dann fallt vor allem auf, da8 nicht alle Aste und Zweige sich 
durchaus gleichartig verhalten. Es gibt an einzelnen Asten eine viel gré- 
Bere RegelmaBigkeit und Sicherheit in der Ausbildung dieser Gradienten, 
verglichen mit benachbarten Asten desselben Baumes (Topophysis oder 
Ortsnatur im Sinne von Molisch 1921). 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 18 





274 J. Gicklhorn 


7. Besonders beachtenswert scheint mir die Tatsache, da man das 
Ausbreiten der geschilderten Gradienten im Zimmer am besten im ultra- 
violetten (UV-Lichte) verfolgen kann. Der braune Farbstoff, der schon in 
Spuren fluoreszenzléschend wirkt, verrait das Vordringen der erwahnten 
Gradienten auch tiber jene Zone hinaus, die man im Tageslichte noch nicht 
bemerken kann. Es handelt sich in diesem Fall um eine Eigenfluoreszenz, 
die man z. B. ebensogut an den Schuppen einer Zwiebel verfolgen kann, 
und zwar am obersten Blattabschnitt, der schlieBlich ebenfalls allmiahlich 
vertrocknet. Diese Beobachtung scheint mir ein methodischer Hinweis 
fiir spezielle weitere Untersuchungen zu sein. Sie beweist, daB Veranderun- 
gen irgendwelcher Art im Chemismus, der Struktur der Zellwand und des 
Protoplasmas sich sehr friihzeitig offenbaren. Der Fall liegt also ahnlich 
wie bei der Vitalfarbung eines tierischen Objektes, der Daphnia magna Miill. 
Ubertragt man Daphnien vor Beginn der fiir Crustaceen charakteristischen 
Hautung (mit schlieBlichem Abstreifen des verkalkten Chitinpanzers als 
Exuvie) in eine Lésung von Kongorot, dann bemerkt man keinerlei Far- 
bung, mit Ausnahme einer streng selektiven Farbstoffspeicherung der 
Riechstabchen an der ersten Antenne (siehe Gicklhorn). Sobald aber die 
allmaihliche Lockerung von den lebenden Epithelzellen beginnt, verrat 
sich die sonst tiberhaupt nicht merkbare Abtrennung durch eine immer 
intensiver werdende Farbstoffspeicherung. Auch die Fluoreszenzmikro- 
skopie kann in solchen Fallen gegeniiber der Hellfeldmikroskopie beachtens- 
werte Vorteile bieten. 

Diese Freilandbeobachtungen erfordern eine weitere Bearbeitung, und 
zwar durch genaue mikroskopische, mikrochemische und zellphysiologische 
Beobachtungen bzw. Experimente. 

* 

Ein zweites Beispiel betrifft Beobachtungen iiber Vertrocknungs- 
gradienten an Aralia chinensis, einer weitverbreiteten und auch von Pflan- 
zenfreunden oft kultivierten Zimmerpflanze. Soweit ich selber nach Stich- 
proben in botanischen Zeitschriften und ebenso solchen der Girtnerei er- 
sehen konnte, ist an dieser Pflanze bisher kein auffallender Gradient be- 
schrieben worden. Aralia chinensis ist allerdings eine fiir Versuchszwecke 
zur Demonstration einer postmortalen Farbstoffbildung (braun bis schwarz!) 
auBerordentlich geeignetes Versuchsobjekt, worauf Molisch (1955) und 
Gicklhorn (1947) eigens hingewiesen haben. 

Es war fiir mich eine Zufallsbeobachtung recht tiberraschend, zu der 
ich mit der Abb. 2 ein Blatt als Naturselbstdruck zusammen mit einem der 
Vergleichsblatter hiemit vorlege, die ich bei einem Pflanzenliebhaber in der 
Privatwohnung beobachtete. Nur wenige der erwachsenen Blatter zeigten 
eine dunkelbraune Verfarbung in einer Verteilung, wie sie Abb. 2 oben 
im Naturselbstdruck wiedergibt. Vom Blattstiel ausgehend hat sich 
eine zunehmende Vertrocknung in dem fingerférmigen Blatt 
langs der fiinf Blattnerven mit scharfer Grenze gegen die 
Blattspitze hin vorgeschoben, und zwar so, daB das gesamte 
angrenzende Blattgewebe von der Vertrocknung (Braiunung) 
erfaBt wurde. Die iibrigen Blattpartien waren unverindert griin, ohne 





Notizen zu Beobachtungen iiber Vertrocknungsgradienten 275 


irgendein Anzeichen einer beginnenden oder bereits erfolgten Schadigung. 
An einem anderen, eingetopften Exemplar von Aralia, das aus irgendwel- 
chen Griinden nicht sachkundig und rechtzeitig begossen wurde, waren 
ebenfalls Trockenschiden zu bemerken, diesmal in der Art, daB aus- 
schlieBlich die Hauptnerven des Blattes, also ohne angrenzen- 
des Mesophyll, eine tiefe Briunung aufwiesen, auBerdem das 


Abb. 2. Naturselbstdruck eines Araliablattes; auf die Halfte 

der natiirlichen Gr6Be verkleinert. Die hellen Partien sind tief 

braun, daher lichtundurchlassig und erscheinen in der Photo- 
kopie wei8; unteres Blatt als Kontrolle. 


ganze Blatt immer unregelmaBige braune Fleckung durch 
Vertrocknung aufwies (siehe Abb. 2 unten). An einer gréBeren Anzahl 
eingetopfter Aralia-Pflanzen war es nun sehr auffallend, da8 der friiher 
erwihnte Vertrocknungsgradient ausschlieBlich an jenen Aralien auf- 
trat, die sich in einem offensichtlich zu kleinen Topf bei schlecht entwickel- 
tem Wurzelsystem befanden. Alle titbrigen Vergleichsstiicke waren 
und blieben im gleichen Jahre vollkommen ,normal“ und in 
gutem Entwicklungszustand. 


18* 
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Mehr kann ich zu dieser Beobachtung nicht vorbringen, da ich selber 
bisher viel zu wenig Blatter gesehen habe, um diesen Vertrocknungs- 
gradienten auch mit Sicherheit reproduzieren zu kénnen. Das Auffallendste 
scheint die Tatsache zu sein, da8 ausschlieBlich nicht sachkundig betreute, 
kurzstimmige Stecklinge diesen Gradienten aufwiesen und daB es ver- 
mutlich auf die Geschwindigkeit der Schidigung ankommt (Zeitfaktor 
im biologischen Geschehen!). 

Auch diese Beobachtung bedarf einer weiteren Untersuchung. 

* 


Beim ersten Blick mag es scheinen, als ob die nun folgenden Beobach- 
tungen in dieser Zeitschrift fehl am Platze waren, weil sie — vermeintlich — 
keine unmittelbare Beziehung zu Problemen der heutigen Protoplasmatik 
haben und sinngemaéB der Hinweis auf die Objekte selber in den Vorder- 
grund geriickt werden mu. Es handelt sich um abweichend gestaltete 
Laubblatter von Liriodendron tulipifera (Tulpenbaum), Platanus orientalis 
(Platane) und Gingko biloba’. 

Die ersten diesbeziiglichen Beobachtungen machte ich im Jahre 1946, 
und ich gestehe, daB ich die Erstbeobachtung zuniachst verkannt habe, weil 
ich alle von der Norm abweichenden Blattformen fiir zufallige Mi8bildungen 
hielt. Diese Meinung muBte im Verlauf der nachsten drei Jahre korrigiert 
werden, denn an eben den gleichen WurzelschéBlingen von Lirio- 
dendron trat dieselbe ,,Blattabnormitait regelmaBig auf. Eine Erkla- 
rung konnte ich nicht geben. Sie wurde durch den Zufall erméglicht, 
als ich mit der Abfassung einer Geschichte der Zoologisch-Botanischen 
Gesellschaft anlaBlich ihrer Jahrhundertfeier (1951) betraut wurde und die 
stattliche Anzahl aller bisher erschienenen Bande hinsichtlich Autoren und 
geschichtlich bemerkenswerten Arbeiten durchblattern muBte. (Nebenbei 
sei bemerkt, daf Gregor Mendels erste wissenschaftliche Arbeit in den 
Schriften dieser Gesellschaft verdffentlicht wurde.) (Gicklhorn 1951.) 

In den Berichten iiber einen Diskussionsabend vom 24. Oktober 1890, 
Bd. 40, hat Fridolin Krasser unter dem Titel ,,Uber den Polymorphismus 
des Laubes von Liriodendron tulipifera L.“ eine Zusammenfassung eines 
Vortrages gegeben, in dem er als Phytopaliontologe erstmalig auf 
folgende Tatsachen hinwies: 

Wir finden an den von uns kultivierten Arten gelegentlich auch als Riick- 
schlag ,,fossile“ Blattformen wieder, und zwar bei Liriodendron in der Art, 
daB gewisse Blattformen verbliiffend ahnlich den unter anderen Namen 
beschriebenen Pflanzenabdriicken der unteren Kreideperiode gleichen, 
deren Alter die Geologen mit etwa 130—95 Millionen Jahre vor der Jetzt- 
zeit datieren. Andere Blattformen von Liriodendron, wieder als typische 
Riickschlagserscheinungen, ahneln in kaum fragwiirdigem Ausma8 gut er- 
haltenen Blattabdriicken aus der oberen Kreideperiode (90—60 Millionen 
Jahre vor der Jetztzeit) (siehe Magdefrau 1942). Ich hatte also, ohne es 
zu ahnen, die Bestatigung friiherer Beobachtungen von Krasser vor mir, 
der die wahre Bedeutung dieses Fundes erstmalig richtig erkannte. 


1 Wegen der Schreibweise vergleiche Widder (1948). 
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Die Abb. 3 zeigt einen Fund mit einem Naturselbstdruck der von mir 
gesammelten Blatter und bedarf keiner weiteren Erklarung. In der ersten 
Reihe links oben ist der Naturselbstdruck (nach Auflegen eines gepreBten 
Herbarstiickes von einem normalen Zweig der Baumkrone) auf Kopier- 


Abb. 3. Naturselbstdruck jugendlicher und erwachsener Blatter von Lirio- 

dendron tulipifera. Obere Reihe: links normale Blatter, rechts ,,fossile* 

Blatter von Wurzelsch6Blingen in natiirlicher GréBe. Mittlere und untere 

Reihe: Blattformen von Wurzelsch6Blingen auBerhalb der Variationsbreite. 
Vom natiirlichen Objekt weg auf ?/, verkleinert. 


papier, und zwar der jiingsten Blatter. Die Gestalt ist fiir Liriodendron 
bereits im Friihstadium typisch. Als Vergleich dazu verweise ich auf ver- 
meintlich abnorme Blattformen daneben, die vom Typus vollkommen ab- 
weichen, stets nur an WurzelschéBlingen auftreten und die — das sei aus- 
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driicklich erwihnt — wihrend einer Zeit von drei Monaten nicht mehr 
weiter gewachsen sind. Auch diese Beobachtung bestatigt einen Hinweis 
von Krasser, da8 ,,fossile’ Blattformen in ,,Zwergdimensionen* bleiben 
kénnen. Die vier Blatter der nachsten Reihe in Abb. 3 zeigen weiterent- 
wickelte ,,fossile’ Blatter mit Lappungen, die auBerhalb der Variations- 
breite normal gestalteter Blatter eines erwachsenen Tulpenbaumes liegen. 
Weitere Einzelheiten und Nomenklaturfragen iiber fossile Liriodendron- 
Arten bzw. ihrer Vorfahren sind an dieser Stelle mit dem Hinweis auf die 
gedankenreiche Studie Krassers itberfliissig. Bezeichnend aber scheint 
mir der SchluBsatz in Krassers Bericht tiber seinen Vortrag in der Zoo- 
logisch-Botanischen Gesellschaft, daB er ,,im nachsten Jahr“ ausfiihrlicher 
dariiber berichten werde. Eine derartige Mitteilung ist nicht nachweisbar, 
sicherlich deshalb, weil diese ungewohnlich gestalteten Blatter nicht jedes 
Jahr regelmaif®ig auftreten und vor allem — im ganzen gesehen — sehr 
selten sind. 

Eine Erwahnung dieser tiberraschenden Beobachtung ist 
aber auch fiir die Protoplasmatik vielleicht kiinftighin wert- 
voll, weil ich nach meinen bisherigen Beobachtungen mit 
Sicherheit aussagen kann, daB die Gradienten des Vertrock- 
nens und Erfrierens ,ffossiler“ Blattformen anders gelagert 
sind als bei gleichaltrigen normalen Blattern des Laubes 
des gleichen Baumes, der selber erst ein gewisses Alter er- 


reicht haben muB. ‘ 


Fir eine Nachpriifung viel giinstiger liegt der Fall beziiglich Platanus. 


Auch diesmal kann ich eine Beobachtung bestatigen, die H. Potonié in 
seinen ,,Palaeophytologischen Notizen Nr. XII“ 1900 verdéffentlicht hat, 
nachdem er in der Notiz Nr. V, 1898, auf sinngemaB ahnliche Beispiele hin- 
gewiesen hatte. 

Potonié war um die Jahrhundertwende zu Studienzwecken in Wien. 
R. v. Wettstein machte Potonié in Gesprichen auf ein Platanus- 
exemplar im Botanischen Garten aufmerksam, ,,das die Blattausbildung 
des Credneria-Typus an den Stockausschlagen recht schén zeige“. 
Potonié schreibt dann weiter, da8 im allgemeinen ,,ungewohnlich schnell 
wachsende Organe, wie eben die Blatter von vielen SchoBlingen, gerne 
in ihrer Ausgestaltung von den in langsamerem Zeittempo sich entwickeln- 
den Organen abweichen, und zwar nach der Richtung hin, als die ersteren 
dann an Verhialtnisse bei den Vorfahren erinnern (S. 506). 

Zu diesem Beispiel zitiere ich noch die Ausfiihrungen in Migdefraus 
,,Paliobiologie der Pflanzen‘ (8. 282/83): 

380 ist es auch gar nicht verwunderlich, daB man diese Blatter (Cred- 
neria-Typus) in den verschiedensten Familien hat unterbringen wollen: 
Polygonaceen, Amentaceen, Vitaceen, Moraceen usw. Die gréBte Wahr- 
scheinlichkeit hat aber die Zuordnung zu den Platanaceen fiir sich, wie 
Krasser und Potonié dargelegt haben, denen sich auch ein so vorsich- 
tiger Forscher wie P. Menzel (in Gothans Lehrbuch) angeschlossen hat. 
Da sowohl in der grénlandischen wie in der béhmischen Kreide zusammen 
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mit diesen Blattern auch platanaceenartige Fruchtstinde gefunden worden 
sind, so gewinnt diese Auffassung noch an Sicherheit. Wahrend die heu- 
tigen Platanenblatter drei Hauptnerven besitzen, zeigt Credneria eher 
eine fiederige Nervatur. Die Blatter am Stockausschlag von Platanus aber 
weisen eine Nervatur auf, die der von Credneria ganz und gar gleicht. Auch 
sind diese Stockausschlagblitter weniger stark gelappt als die normalen, 
so daB sie auch in ihrem Umri8 den Credneria-Blattern ahnlich werden.“ 

Die Beobachtungen von Potonié kann ich vollkommen bestitigen und 
sogar hinzufiigen, daB jene Platane, an der ich, zunachst ohne Kenntnis der 
Arbeit Potoniés seit fiinf Jahren Freilandbeobachtungen anstellte, die 
gleiche ist, auf die vor 56 Jahren R. v. Wettstein hingewiesen hat. Die 
Abb. 4 zeigt den Naturselbstdruck von Blattern einiger Sch6Blinge an der 


Abb. 4. Blattformen an Wurzelsch6B8lingen von Platanus. In der Mitte: Normal- 
typus des rezenten Blattes; links extreme Riickschlagsform; rechts Ubergangs- 
typus. Auf die Halfte der natiirlichen GréBe verkleinert. 


Stammbasis und aus kraftig entwickelten Wurzeln und bedarf keiner wei- 
teren Erklarung. Nach mehrjahriger Beobachtung dieses einen Baumes 
und von anderen vollerwachsenen Platanen in Wien kann ich aber er- 
ginzend zu Potonié mit aller Sicherheit heute hinzufiigen: 

Es treten gelegentlich sogar Blatter auf, die ganzrandig sind und nicht 
einmal andeutungsweise am Blattrand Spitzen und Einbuchtungen auf- 
weisen, im Gegensatz zu anderen, welche trotz aller Abweichung von der 
Form des rezenten Laubblattes einer Platane eine zunehmend stirkere 
Zaihnung erfahren. Die ganzrandigen Blatter oder solche nur mit Andeutung 
einer Spitzenbildung findet man vorwiegend an Sprossen im Frihjahr, 
solche mit mehr oder minder weitgehender Lappung an WurzelschoBlingen 
erst im Sommer (oder Friihherbst). 

Fossile Blatter, die man dem Platanaceentypus zuordnet, zeigen nun 
die gleiche Reihenfolge in der Art, daB die ersteren, fast ganzrandigen 
einer friiheren geologischen Erdepoche angehéren als die in einem einzigen 
Jahr der Vegetationsperiode sich entwickelnden gelappten Blattformen 
(ontogenetisches ,,Grundgesetz“ nach E. Haeckel). 





280 J. Gicklhorn 


Dieses Beispiel diirfte auch im Sinne der Beharrungstendenz und Ver- 
ainderungs- bzw. Entwicklungstendenz (nach Wiesner) sprechen. Aber 
auch fiir die hier vorgelegten Beobachtungen sind in dieser Zeitschrift 
weitere phytopaliontologische Bemerkungen gegenstandslos. 

Wesentlich scheint mir die Beobachtung, daB auch diese 
vermeintlich abnormen Blatter einen anderen Gradienten 
des Vertrocknens bzw. bei Frostschaden aufweisen als die 
normalen Blatter. 

Auf Einzelheiten sei nicht eingegangen, nachdem ich bisher kaum 
50 Blatter experimentell untersucht habe, eine viel zu geringe Zahl, um 
weittragende Folgerungen daraufhin zu ziehen. 

** 


Am giinstigsten liegt ein den angefiihrten Beispielen durchaus ahnlicher 
dritter Fall von ,,atavistischen“ Blattern bei Gingko. Dazu schreibt Mag- 
defrau (1942, S. 272): 


Abb. 5. Naturselbstdruck der Blatter von Gingko biloba. Links Blatter von einem 
Kurztrieb eines bliihenden Baumes; rechts zwei Blatter mit Riickschligen zur 
Ginkyoites-Form. Auf die Halfte der natiirlichen GréBe verkleinert. 


,,Wenn wir die Blattgestalt der Ginkyoaceen vom Paliozoikum bis zur 
Gegenwart verfolgen, so erkennen wir denselben Entwicklungsgang wie 
bei Sphenophyllum. Die Blatter der altesten Formen sind in viele schmale 
Zipfel zerspalten, bei den mesozoischen sind sie weniger aufgeteilt, und im 
Tertiar ist die Gestalt des heutigen Ginkyo biloba erreicht. Die gleiche 
Formenfolge beobachten wir an Ginkyo biloba im Laufe seiner Ontogenie.*‘ 

,,Die Formenreihe fangt mit Baiera digitata im Zechstein an, weniger 
aufgeteilt ist bereits Baiera Muensteriana aus dem Rhat./Lias, Ginkyoites 
pluripartitus aus dem Wealden zeigt bereits Formen, die man an rezenten 
Baumen, an WurzelschéBlingen Alterer Baume oder Stockausschligen 
manchmal auch gut ausgebildet an Gingko-Keimlingen findet, und das End- 
glied bilden jene wenig oder iiberhaupt nicht gelappten Blattformen, je 
nachdem es sich um einen Langtrieb oder einen Kurztrieb eines bliihbaren 
Baumes handelt.* 

Der Naturselbstdruck in Abb. 5 zeigt den Unterschied eines normalen 
Laubblattes vom Gingko gegeniiber einem Riickschlag zu geologisch alteren 
Blattgestalten. 

Auch fiir dieses Beispiel sind Einzelheiten nebensichlich, 
aber ebenso wie bei Platanus und Liriodendron sind die Gra- 
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dienten des Erfrierens oder Vertrocknens in beachtenswerten 
Einzelheiten diesmal gleich gegeniiber den normalen rezenten 
Blattern. 

* 

Ich habe hier absichtlich diese Beobachtungen vorgelegt, weil es nach 
eigenen Erfahrungen nicht bloB méglich oder wahrscheinlich, sondern sicher 
erscheint, daB Probleme der reinen Protoplasmatik auch fiir eine ,,phylo- 
genetische Pflanzenhistologie“ friiher oder spiiter von Bedeutung werden 
kénnen. Den Ausdruck ,,phylogenetische Pflanzenhistologie“‘ hat O. Porsch 
in seiner geistvollen Studie ,,Der Spaltéffnungsapparat im Lichte der Phy- 
logenie“ gepragt (1905), und zwar-im Untertitel seiner Arbeit, die er als 
einen ,,Beitrag“ bezeichnet, dazu aber den Vorschlag zu einer ,,phylogene- 
tischen Pflanzenhistologie“ seiber in Anfiihrungszeichen setzt. Die Studie 
von Porsch hat aber ein anderes Ziel als hier gemeint ist. Sie gilt namlich 
ausschlieBlich einer rein deskriptiven, vergleichenden Histologie an rezen- 
tem Material von verschiedenen Pflanzenformen, beginnend mit Spalt- 
offnungen an Moosen bis zu den héchstentwickelten Angiospermen. Phyto- 
paliontologische Gesichtspunkte sind nicht beriicksichtigt.* 

Beim gegenwartigen Stand der Methoden und Leitideen 
einer protoplasmatischen Pflanzenanatomie im Sinne Webers 
besteht aber bereits die Méglichkeit, daB namentlich Studien 
iiber Gradienten aller Art, vor allem solcher, wie sie durch 
klimatische Verinderungen im Laufe verschiedener Erd- 
epochen bedingt sind, 
auch fiir die Phytopala- 
ontologie aufschluB- 
reich werden k6nnen. 

Ohne auf Einzelheiten 
einzugehen, verweise ich nur 
auf ein Beispiel, das den 
Gradienten der Frostscha- 
den bei Buchenblattern (Fa- 
gus silvatica) betrifft und auf 
das bereits Schlechten- 
dal 1896 hingewiesen hat. 
Die Frostgradienten eines 
jungen Buchenblattes sind 
derart, daB, vom Blattrand Abb. 6. Gradienten der Frostschaiden an Buchen- 
beginnend, zwischen den _ Plattern; a an lebendem Blatt von Fagus silvatica, 


von der Mittelrippe abzwei- b und ¢ an fossilen Blattern von Fagus attenuata 
aus dem Miocian. (Bild nach Magdefrau, pag. 59.) 





genden Nerven in _ erster 
Linie das ganze Mesophyll, ebenso obere und untere Epidermis be- 
troffen werden und durch eine starke Briunung gegeniiber den griinen 
Blattpartien sich abheben. Genau den gleichen Gradienten zeigen 
die fossilen Blatter von Fagus attenuata aus dem Miocan 


* Eine ,,Protoplasmatik*‘ gab es ja damals noch nicht! 
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(Abb. 6 nach Magdefrau). Magdefrau selber sagt dazu, daB bei solehem 
und anderem fossilem Material ,,auch systematisch nicht vollig sicher be- 
stimmte Blatter mit verwendet werden kénnen. Krankhafte Erscheinungen 
wie Frostschiden kénnen wertvolle Hinweise sein‘. 


* 


AbschlieBend weise ich in diesem Zusammenhang auch noch auf Aus- 
fiihrungen von E. Hofmann hin, die in ihrer ,, Paliohistologie der Pflanzen‘‘ 
(1934) eine Fiille von Material und Literatur gesammelt und verarbeitet 
hat, wozu spater die inzwischen verstorbene Autorin gelegentlich eines Vor- 
trages im ,,Verein zur Verbreitung naturwissenschaftlicher Kenntnisse“*‘ 
beziiglich der Problematik fossiler Hélzer mit sogenannten ,,konvergenten 
Bauplinen‘ bemerkte: ,,... die gegenwartige Konfusion in der Literatur 
iiber fossile H6lzer ist nicht so sehr auf die Entwicklung konvergenter Holz- 
strukturen zuriickzufiihren, sondern auf die Liickenhaftigkeit unseres 
Wissens iiber den Bau rezenter Holzer. 

Sei dem wie immer, es ist wohl unumginglich notwendig, lebende Holzer 
nicht nur in ihrem Bau histologisch zu untersuchen, sondern auch ihre 
Umwelt ... auf das sorgfaltigste zu studieren, um fiir die Beurteilung 
fossiler Hélzer ein reiches rezentes Vergleichsmaterial zu besitzen. Daher 
gibt es keine Paliobotanik ohne Botanik.“ 

Wozu bemerkt sei, daB der letzte Satz auch umzukehren ist und schon 
heute durch brauchbare Praparationsmethoden, Auflichtmikroskopie u. a. 
Moglichkeiten bestehen, auch an fossilen Blattern Gradienten oder einstige 
»physiologische Heterogenitaten zu finden, wenn die Protoplasmatik 


spater tiber geniigend viele und ausreichend gesicherte Detailstudien verfiigt. 


Ein Vorschlag 


In den letzten Jahrzehnten hat sich immer starker die Uberzeugung durchgesetzt, 
daB die friiheren Monsterkongresse irgendwelcher Disziplinen nicht mehr zweckent- 
sprechend sind, sondern persénliche Aussprachen unter Spezialisten irgendeiner Fach- 
richtung in Form eines ,,5Symposions“ viel fruchtbringender sind. Ich schlage hiemit 
vor, ein ,,Symposion der Protoplasmatiker“* zu veranstalten, als erste Versammlungs- 
orte entweder Graz oder Wien. Die Begriindung sehe ich darin, da8 von den pflanzen- 
physiologischen Instituten dieser beiden ésterreichischen Universitaten nachweisbar 
starke Impulse zum Aufbau und Ausbau der Cytologie und Protoplasmaforschung 
ausgegangen sind. Ohne die vielen und oft sehr wichtigen Arbeiten aus anderen Insti- 
tuten irgendwelcher Lander zu unterschaétzen, wird doch allgemein anerkannt, daB an 
diesen genannten Instituten die Protoplasmaforschung seit Jahrzehnten planmaBig 
und zielsicher gepflegt wird, wahrend ahnliche Bestrebungen an anderen Universitaten 
vielfach nur im Rahmen anders gearteter Probleme bearbeitet werden. Die Wahl 
dieser beiden Stidte als KongreBorte scheint mir insofern geeignet, als beide selbst 
fiir gr6Bere Veranstaltungen allen Anspriichen. geniigen kénnen, beide Universitats- 
stadte reichlich Gelegenheit fiir die Besichtigung von Naturschénheiten und kulturellen 
Werten bieten. Uberdies ware ein solches Symposion auch eine eindrucksvolle Aner- 
kennung der ,,protoplasmatischen Pflanzenanatomie‘‘, die ebenso wie die Mikrochemie 
spater einmal als eine spezifisch ésterreichische Leistung bezeichnet werden wird, mit 
den Bestrebungen, international zu werden und zu bleiben. 
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Die Anisophyllie in Abhaingigkeit vom Wirkstoffgehalt 
der Pflanze, untersucht an Centradenia floribunda und 
Centradenia grandiflora 


Von 
H. v. Guttenberg und Karla Steinweg 


Mit 6 Textabbildungen 


(Eingelangt am 9. August 1955) 


A. Einleitung 


Als erste haben sich Frank (1868), Hofmeister (1868) und besonders 
Wiesner (1868, 1892, 1894a, 1894b, 1895, 1902) mit dem Problem der 
Anisophyllie beschaftigt. Es schlossen sich Arbeiten von Goebel (1880, 
1892), Figdor (1897, 1904, 1909, 1912), Rosenvinghe (1889), Weisse 
(1895), Gentner (1909), Nordhausen (1909), Boshart (1911), Dopo- 
scheg-Uhlar (1913), Heinricher (1910) und Ziegler (1925) an. Als Ge- 
samtresultat aller dieser Studien ergaben sich folgende Tatsachen. Es gibt 
Pflanzen, die aus inneren Ursachen friiher oder spaiter mit der Ausbildung 
verschieden groBer Blatter beginnen; dann liegt eine autonome oder habi- 
tuelle Form der Anisophyllie vor. Haufiger wird diese aber durch den Ein- 
flu8 von AuBenfaktoren, und zwar fast immer durch den der Schwerkraft, 
ausgelést, sie ist somit induziert. In diesem Falle besteht eine klare Ab- 
hangigkeit zu der durch eine Schraglage bewirkten Dorsiventralitait. Aber 
auch im ersten Falle liegt primar wohl eine zunachst auBerlich nicht er- 
kennbare Umstimmung einer urspriinglich radiar symmetrischen zu einer 
zumindest physiologisch dorsiventralen Achse vor. Im einzelnen verhalten 
sich verschiedene Pflanzen nicht gleich. Das wird einerseits durch die ver- 
schiedene Blattstellung bedingt, andererseits durch das verschiedene Ver- 
halten der Seitenachsen. Stehen diese in einfacher Schraglage zur Haupt- 
achse, so sind, was besonders bei dekussierter Blattstellung klar wird, die 
Blatter der unteren (abaxialen) Seite groBer als die der oberen (adaxialen) ; 
die lateral inserierten Blattpaare zeigen gleich grofe Blatter von mittlerem 
Ausma8. Erfihrt die Seitenachse Torsionen, so kann der Fall eintreten, daB 
zwei Blatter oben, zwei unten liegen, von denen wieder die unteren gro8 
werden, die oberen klein bleiben usw. 

Es war zu vermuten, daB fiir die GroBenbestimmung Wuchsstoffe mab- 
gebend seien, und so ist es tiberraschend, da’ bisher, soweit uns bekannt, 
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erst einmal, und zwar von Dostal (1943), in diesem Sinne experimentiert 
wurde. Als Versuchspflanze diente diesem hauptsichlich Scrophularia 
nodosa. Diese entwickelt an Seitenachsen auf der abaxialen (unteren) Seite 
groBere Blatter. Eine unmittelbare Umstellung der BlattgréBe durch ein- 
seitige Auxinzufuhr waihrend der Blattentwicklung gelang Dostal nicht. 
Er schnitt dann Achsenstiicke, die je ein Blattpaar trugen, heraus und 
brachte diese Stecklinge zur Bewurzelung. Nunmehr spaltete er die SproB- 
achse tiber den Blattern und bestrich die eine Spalthalfte mit 0,5%iger 
Heteroauxinpaste. Dies veranlaBte eine nur spirliche Entwicklung des 
Achselsprosses, wobei sich dessen adaxiales Blatt nur sehr gering ent- 
wickelte, das abaxiale aber stark vergréBerte. Auf der anderen Seite, wo 
die kiinstliche Auxinzufuhr fehlt, entstand ein kraftiger AchselsproB, an 
dem das adaxiale Blatt oft etwas gréBer war als das abaxiale. Hier war 
die Anisophyllie also aufgehoben oder umgekehrt. Nicht selten sind die 
Seitentriebe von sich aus verschieden groB; dann zeigt der kleinere deutlich 
stirkere Anisophyllie. Dostal schlieBt aus dem ganzen auf eine wuchs- 
stoffbedingte Hemmung der Blatter untereinander, seien sie benachbart 
oder in Orthostichen iibereinander angeordnet. Ferner fand er eine Hem- 
mung der Achselsprosse durch das Tragblatt. Das Hauptproblem indessen 
blieb ungelést: LaBt sich die Blattgré8e unmittelbar durch Heteroauxin 
beeinflussen und werden, wenn dies zutrifft, die kleineren Blatter durch 
tiberoptimale Wuchsstoffzufuhr gehemmt (was offenbar Dostals Ansicht 
war) oder bleiben sie infolge von Auxinmangel kleiner? Diese Frage suchten 
wir in folgendem zu lésen. 


B. Ergebnisse 
1. Material und Methodik 


Als Material fiir alle Versuche dienten Centradenia floribunda und 
Centradenia grandiflora. Diese Melastomataceen zeichnen sich durch eine 
mehr oder weniger stark ausgepraigte Anisophyllie aus. Centradenia flori- 
bunda stellt einen Grenzfall zwischen lateraler und habitueller Anisophyllie 
dar. Senkrecht gepflanzte Stecklinge von Seitenachsen zeigen das Be- 
streben, die Ungleichblattrigkeit auszugleichen, ohne jedoch vollstandig 
isophyll zu werden. Die Hauptsprosse der Simlingspflanzen entwickeln 
nach den ersten drei bis vier isophyllen Blattpaaren anisophylle. Die Blat- 
ter erlangen aber nicht die extreme Ungleichblattrigkeit wie an Seiten- 
sprossen. Die Pflanzen sind also bis zu einem gewissen Grade autonom ani- 
sophyll. Au8ere Einfliisse konnen die Anisophyllie verstarken, wie aus den 
unten beschriebenen Versuchen hervorgeht. Die Seitensprosse erster Ord- 
nung zeigen folgende Beblatterung: Die lateral inserierten Blattpaare sind 
isophyll, von den median inserierten ist jeweils das untere (abaxiale) Blatt 
groB, das obere (adaxiale) klein. An alten Mutterpflanzen weisen die Seiten- 
sprosse zweiter Ordnung ein Verhalten auf, welches Wiesner als sekundire 
Anisophyllie bezeichnet hat. Hier werden auch die lateralen Blatter ver- 
schieden grof. 

Centradenia grandiflora stellt einen extremen Fall von habitueller Ani- 
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sophyllie dar. Die kleinen Blatter sind bis zu Schuppen reduziert, deren 
GréBe sich zu der der gegeniiberstehenden groBen Blatter durchschnittlich 
wie 1:6 verhalt. Nach Ziegler sind Samlinge bis zum zweiten bis vierten 
Blattpaar isophyll. Erst dann werden sie anisophyll, wobei die Sprosse 
plagiotrop wachsen. Leider war es uns nicht méglich, von Centradenia 
grandiflora Simlinge zu ziehen. Alle Versuche wurden hier an Stecklingen, 
bei Centradenia floribunda an Stecklingen und Samlingen durchgefiihrt. 
Die Pflanzen wurden zu Versuchsreihen von je 5 Pflanzen zusammengestellt. 
Die Wuchsstoffe erhielten die Pflanzen in Form einer wiasserigen Lésung in 
den verschiedenen Konzentrationen zugefiihrt. Von jedem sich neu ent- 
wickelnden Blattpaar wurde, sobald ein GréBen- 
unterschied bemerkbar war, das kleine Blatt- 
chen mit Heteroauxin bepinselt. Die Lange der 
Blattchen betrug zu diesem Zeitpunkt knapp 
1cm. Im ganzen waren schlieBlich je Pflanze 
4 bis 6 Blattpaare behandelt worden. In gleicher 
Weise wurden die Pflanzen mit Hemmstoffen 
bestrichen, jedoch mit dem Unterschied, daB 
jeweils die groBen Blatter behandelt wurden. 
Von Hemmstoffen gelangten Cumarin und 2, 3, 
5-Trijodbenzoesiure zur Anwendung. Wuchs- 
und Hemmstoffe wurden den Pflanzen tiglich 
zugefiihrt. 


2. Versuchsergebnisse 


a) Die Abhiingigkeit der Anisophyllie von der 
Schwerkraft und von der Lage zum Hauptsprop 


Rosenvinghe untersuchte an Centradenia 
floribunda die Anisophyllie in Abhingigkeit von 
der Schwerkraft. Ein in inverser Lage horizontal 
festgehaltener Zweig entwickelte nach einiger 
Zeit auf der morphologischen Oberseite (also 
jetzt unten liegenden Seite) groBe, auf der mor- 
phologischen Unterseite kleine Blatter. Boshart 
konnte bei Wiederholung dieses Versuches kein 


Abb. 1. Centradenia flori- 
bunda. SeitensproB, senk- 
recht aufgebunden. Die 
basale Hialfte zeigt die fiir 
Seitensprosse typische Un- 
gleichblatterigkeit. Die spit- 
zenwarts stehenden Blatter 
sind (Auf- 
nahme nach gepreBtem Ma- 
terial.) 


ausgeglichen. 


eindeutiges Resultat erzielen, da die Sprosse sich 
meistens in die alte Lage drehten. 

Die Einwirkung des Lichtes auf die Ausbil- 
dung der Anisophyllie bei Centradenia floribunda 
untersuchte Figdor. Er erhielt positive, jedoch 
von vielen Forschern angezweifelte Ergebnisse. 

Aus einigen von uns angesetzten Versuchen 
ging hervor, daB die Anisophyllie bei Centradenia 
floribunda durch die Schwerkraft beeinfluBt 
werden kann. In einem Versuch wurden ani- 


sophylle Seitensprosse in orthotroper Lage fixiert. Der Hauptspro8 wurde 
senkrecht abwarts gebunden. Es zeigte sich, daB die neu zuwachsenden 
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Blattpaare der Seitensprosse sich im Laufe der Zeit bis auf geringe 
GréBenunterschiede ausglichen (Abb. 1). 

Die Pflanzen dieses so wie die des anschlieBend beschriebenen Versuches 
waren im Warmhaus allseitiger diffuser Beleuchtung ausgesetzt, so daB die 
hier erzielten Ergebnisse nur auf die Anderung der Lage zur Schwererichtung 
zuriickgefiihrt werden kénnen und nichts mit der Lichteinrichtung zu tun 
hatten. 

In einem anderen Versuch wur- 

den Primarsprosse von Saimlingen 
um 45° zum Horizont geneigt. Die 
Folge war eine sehr starke Aus- 
bildung der Ungleichblattrigkeit. 
Samtliche Blatter stellten sich 
durch Drehung der Internodien 
in eine Ebene. Die Anisophyllie 
war daher schlieBlich eine vollkom- 
mene, d. h. betraf jedes Blattpaar 
(Abb. 2). 

Neben dieser induzierten Un- 
gleichblattrigkeit ist bei Centradenia 
floribunda auch habituelle Aniso- 
phyllie ausgebildet. Dies geht daraus 
hervor, daB Samlinge, deren Haupt- 
sproB von vornherein mehr oder 
weniger orthotrop aufwirts wuchs, 
spaiter anisophylle Blattpaare ent- 
wickelten. Die GroBenunterschiede 
waren jedoch geringer als an schrag 
wachsenden Seitensprossen. 


b) Die Einwirkung von Heteroauxin ~ 


auf die Ausbildung der Anisophyllie Abb. 2. Centradenia floribunda, Samling, 
Sans ‘ der nach den ersten vier Blattpaaren um 
Fiir die Versuche mit der Kon- 45° zur Horizontalebene geneigt wurde. 


zentration 10~’ g/em* wurden von _ pie unteren Blatter sind isophyll, wie es 
Centradenia floribunda fiinf Ver- fir Saimlinge typisch ist. 
suchsreihen zu je fiinf Pflanzen 

angesetzt, und zwar in folgenden Zeitabstianden: 


1. Versuch vom 26. 4. bis 14. 
EEO 5, “2a 
oa'Gs 3 2a. 
20.7. ,, 11. 10. 
6.9. ,, 26. 10. 


Fiir die Konzentrationen 10—*, 10—-° und 10~—* g/em* wurden jeweils zwei 
Versuchsreihen angesetzt. 


Durch Behandlung mit §-Indolylessigsiure in der Konzentration 
10—7 g/em? konnte eine Aufhebung oder in vielen Fallen eine Umkehr 
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der Anisophyllie herbeigefiihrt werden. Als Beispiel sind in der folgenden 
Tabelle die MaBe der Blatter einer Pflanze angegeben, der Durchschnitts- 
wert dieser Pflanze sowie der Durchschnittswert der Blatter aller behandelten 
Pflanzen (Tab. 1). 


Tab. 1. Centradenia floribunda, ausgewachsene Blitter von Sdmlingen. Die jungen 
kleinen® Blitter mit Heteroauxin in der Konzentration 10—7 g/cm’ behandelt. 


Lange der Blatter (in mm) 

kl. BI. gr. Bl. Verh. 
1. Blattpaar (oben) ....... 59 51 1: 0,86 
2 62 53 1: 0,85 
3. . of Roe ees iam 58 64 LE: 10 
4. : ten be agen ene een ees te 62 60 1: 0,97 
5 56 64 1: hi 
6 1: 0,97 
1: 0,93 
1: 1,09 


4 59 57 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 59,3 58,2 
aller Pflanzen 45,64 50,16 


Bei der Gegeniiberstellung der Liangen beider Blatter wurde das ,,kleine‘’ Blatt 
gleich 1 gesetzt. 


Zum Vergleich seien die MaBe von Kontrollpflanzen angegeben. 


Tab. 2. Centradenia floribunda, unbehandelter Sdmling. 


Lange der Blatter (in mm) 

kl. Bl. gr. BI. Verh. 
1. Blattpaar (oben) . ...... 39 50 1: 1,26 
2. in Ser BETS Me te epee 45 66 1: 1,47 
3. Pa Gin, ett ener devat Demat Civegare 53 67 1: 1,26 
4 46 67 1: 1,46 
52 58 Lk? 
36 58 P16 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 45,2 61,0 1: 1,35 
aller Pflanzen 45,14 55,67 1: 1,23 


Das Verhialtnis der kleinen Blatter zu den groBen verminderte sich also 
von 1:1,23 (bei den Kontrollen) auf 1:1,09 (bei den mit Heteroauxin be- 
handelten Pflanzen). 

Weiterhin wurden mit den Konzentrationen 10—*, 10-5 und 10—* g/em* 
Versuche unternommen. Bei der Konzentration 10—* konnte nur eine ganz 
geringe Anderung der Anisophyllie erreicht werden. Als Durchschnitts- 
wert wurde 1:1,22 ermittelt. Dieses Verhaltnis kommt hier aber anders 
zustande als bei den Kontrollen, es wurden namlich alle Blatter gehemmt, 
und zwar prozentual fast gleich stark (die kleinen Blatter um 7,8%, die 
groBen um 10,6%). Dies beruht offenbar auf einem Quertransport des 
Wuchsstoffes, der so auch in das grofe Blatt eintritt. 
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Die absoluten Werte fiir eine Pflanze und die Durchschnittswerte sind 
folgende. 


Tab. 3. Centradenia floribunda, mit Heteroauxinkonzentration 10—4 g/em* behandelter 
Sdamling. 


Lange der Blatter (in mm) 


kl. BI. gr. BI. Verh. 
]. Blattpaar (oben) ....... 37 4 : 1,24 
2 44 é : 1,25 
3 is Sal Soul sree Goro 41 : 1,32 
4. ‘3 Roh a 4 tee aeons 38 é : 1,34 
5 40 a : 1,18 
6 51 : 1,10 


Durchschnittswert dieser Pflanzen 41,5 51,5 


aller Pflanzen . 41,80 50,34 : 1,22 


Es zeigte sich also, da8 hohe Konzentrationen auf das Blattwachstum 
hemmend wirken, und zwar nicht nur auf das Langenwachstum, sondern 
auch auf das Breitenwachstum der Blatter. Das geht aus der folgenden 
Gegeniiberstellung (Tab. 4) hervor. 


Tab. 4. Centradenia floribunda, Sdmling. 


Mit Heteroauxin, Kontrolle 
Konz. 10—* , behan- 
delte Pflanze 
Breite der Blatter (in mm) 

kl. Bl. gr. BI. kl. BL. gr. Bl. 
1. Blattpaar (oben) ........ 06 08 15 
2 ; fe aa ees 07 09 14 
3. ss ar ll ee Sate © ah ee Sener 10 13 15 
4. Pe yf aOR a ae eee 10 13 11 
5. 09 12 10 
6 09 11 11 


Durchschnittswert dieser Pflanzen. . 08,5 11,0 12,7 
aller Pflanzen . . 09,2 12,1 14,1 


Die Konzentration 10—° g/em* bedingt kaum mehr eine Hemmung der 
Blatter, die Liingenwerte ahneln denen der Kontrolle. Die Anisophyllie 
bleibt aber weitgehend bestehen (Tab. 5). Ganz ahnlich ist das Ergebnis 
bei 10—-® (Tab. 6). Offenbar liegt hier ein Umschlagpunkt zwischen der 
férdernden Wirkung von 10~7 und der hemmenden von 10~+ g/cm® vor, wie 
wir ihn friiher fiir die Plasmolyse und Deplasmolyse von Protoplasten 
(Guttenberg und Beythien 1951) und fiir die Entwicklung von Achsel- 
sprossen (Meinl und Guttenberg 1954) gleichfalls bei 10—* und 10—° g/cm? 
gefunden hatten. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 19 
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Tab. 5. Centradenia floribunda, mit Heteroauxinkonzentration 10—° behandelter Sdmling. 
Lange der Blatter (in mm) 
kl. BL. gr. Bl. Verh. 
1. Blattpaar (oben) . ... . : 46 58 
2. ee Sie) Saas eee 49 
3. - PRT een See 47 
4 


1: 1,26 
| ee ef 
1: 1,28 
46 1: 1,24 

" Ear te Oe 48 1: 1,25 

; ‘5 Meroe. eee oe ee 53 1: 1,07 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 48,2 58,3 I: 3,21 
i aller Pflanzen . 48,40 56,93 Ls: 337 


Centradenia floribunda, mit Konzentration 10~® gicm* behandelter Sdmling. 
Lange der Blatter (in mm) 
kl. BI. gr. Bl. Verh. 

1. Blattpaar (oben)... .... 52 53 : 1,02 

2. * FASS toy ogee Bee hat Foc toans 59 64 : 1,09 

3. * ni, at ltow yet tenes g Aas ws 44 57 : 1,29 

4. i St We a ce tee Coe 57 62 : 1,07 

5. i S sel, eee eae 46 58 : 1,26 

6. ss shea ca tea or terc ae 50 52 : 1,04 

Durchschnittswert dieser Pflanzen 51,3 57,5 $1,312 

— aller Pflanzen . 44,93 52,26 = 2256 


ee ee ee ee 


Auch die Hauptachse war bei den mit Konzentration 10—* behandelten 
Pflanzen stark gestaucht, nur wenig bei 10-5. Die mit Konzentration 10—6 


A ‘ E 
Abb. 3. Centradenia floribunda, Samlinge, deren Blatter mit Heteroauxin in den ver- 
schiedenen Konzentrationen behandelt wurden. A = 10—4, B = 10—5, C = 10—6, 
D= 10—7 g/em*® und E = Kontrolle. 


behandelten Pflanzen zeigten im Durchschnitt keine Hemmung, manchmal 
sogar eine leichte Forderung des Langenwachstums. Die Konzentration 
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10—’ wirkte fordernd auf das Langenwachstum des Sprosses ein. Auch hier 
bildete also die Konzentration 10—° den Umschlagpunkt zwischen Férde- 
rung und Hemmung. Ferner fiel auf, da& zwischen den Konzentrationen 
10-5 und 10~’ die Achselsprosse erheblich stiirker auswuchsen als bei den 
Kontrollen oder als bei den durch Konzentration 10—* gehemmten Pflanzen 
(Abb. 3). 

Bei genauer Betrachtung aller Tabellen fallt auf, daB die Differenz 
der Blattgr6Ben einen gewissen Rhythmus erkennen lat. Es folgt deutlich 
wechselnd auf die kleine Differenz eine groBere. Das erinnert an das Ver- 
halten der Blatter der Seitensprosse 1. Ordnung, wo, wie erwaihnt, abwech- 
selnd ein isophylles laterales und ein anisophylles medianes Blattpaar auf- 


Tab. 7. Centradenia grandiflora, mit Heteroauxinkonzentration 10~* g/em*® behandelter 
Steckling. 

Lange der Blatter (in mm) 

kl. Bl. gr. Bl. Verh. 
1. Blattpaar (oben) ....... 67 109 : 1,63 

2. “A widgtlve, orate Lenawee 98 : 1,42 

3. a ING. te, Spanos eee : 104 : 2,89 

4. 92 : 3,83 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 49,0 100.7 : 2,06 

ah aller Pflanzen . 71,0 112,6 : 1,58 


Tab. 8. Centradenia grandiflora, unbehandelte Kontrolle. 


Lange der Blatter (in mm) 

kl. Bl. er. BI. Verh. 

1. Blattpaar (oben) . ...... y 95 1: 7,92 
2. = 5 erie aw ip outa eer ears 106 1 : 7,57 
3. Zs Mecca atte sk ec re 119 1: 6,61 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 106,7 1: 7,26 
aller Pflanzen . tk 108,5 1 : 5,60 


tritt. Dieses Verhalten bestatigt die teilweise Autonomie der Anisophyllie 
dieser Pflanzen. 

An Centradenia grandiflora konnte zwar niemals eine Umkehr der Ani- 
sophyllie hervorgerufen werden, doch fand bei Behandlung mit Hetero- 
auxin in der Konzentration 10~‘ g/cm? ein weitgehender Ausgleich der 
Blattgr6Ben statt. Es wurden wieder stets die kleinen Blatter mit dem 
Wuchsstoff bepinselt (Tab. 7 und Kontrolle Tab. 8). 

Die folgende Abbildung 4 ergibt ebenfalls ein anschauliches Bild von der 
erreichten Angleichung. 

Das Verhaltnis der Blatter von 1:5,60, das an den Kontrollpflanzen 
durchschnittlich gefunden wurde, glich sich nach der Behandlung mit 


i= 
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8-Indolylessigsiure bis zu einem Verhaltnis von 1:1,58 aus. Bei diesen 
Vergleichswerten handelt es sich um Durchschnittswerte aller behandelten 
Pflanzen. 


c) Die Einwirkung von Cumarin auf die Ausbildung der Anisophyllie 


Mit Centradenia floribunda wurden folgende Versuche angesetzt: 
1. Versuch vom 26. 4. bis 14. 7. 54 
: Lt; -Os 23. 7. 54 
25. 6. 24. 7. 54 
20. 7. 26. 10. 54 
i i 26. 10. 54 


Bei diesen Versuchen wurden laufend gleichzeitig die groBen Blatter der 
drei obersten Blattpaare mit Cumarin in der Konzentration 10—% g/cm’ 
bestrichen. Andere Kon- 

zentrationen wurden auf 

Grund der geringen Wir- 

kung nicht angewendet. 

Dabei wurden nicht nur 

die groBen Blatter, son- 

--4' — dern auch die gegeniiber- 


Abb. 4. Centradenia grandiflora. Rechts eine behan- stehenden _kleinen y 8e- 
delte Pflanze, daneben eine Kontrollpflanze. aa’ die hemmt. Offenbar wirkte 
groBen Blatter der Pflanze, b Blattschuppe der Kon- sich der CumarineinfluB 
trolle, b’ das durch Bestreichen mit Heteroauxin 10—7 auch auf diese aus. Somit 
geforderte kleine Blatt. war der absolute GréBen- 
unterschied der behandel- 
ten Blattpaare zu den unbehandelten bedeutend. Eine GréBSenverschiebung 
zugunsten des kleinen Blattes konnte nur in drei Fallen erreicht werden. 
Die Differenz war jedoch so gering, daf hier nur die Tatsache erwahnt 
sein soll. Das typische Verhalten von Centradenia floribunda geht aus der 
folgenden Tabelle hervor. Als Kontrolle kann Tab. 2 dienen. 


Tab. 9. Centradenia floribunda, mit Cumarin, Konzentration 10—3 giem*, behandelter 
Sdamling. 
Lange der Blatter (in mm) 
kl. Bl. gr. Bl. Verh. 
22 24 1: 1,09 
25 29 1: EES 
31 38 1: 1,23 
68 1: 1,35 
69 1: 1,21 
60 | es is 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 26, 30,3 1: 1,16 
aller Pflanzen . 29, 32,5 | a eo | 


1 Die unteren drei Blattpaare unbehandelt und nicht mitberechnet. 
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Die Hemmung beider Seiten zeigt sich deutlich bei den behandelten drei 
Blattpaaren, waihrend das Verhiltnis der Blatter zueinander kaum eine 
Anderung erfahren hat. Die Blattlinge der drei obersten Blattpaare er- 
reichte héchstens 38 mm, die der unbehandelten Paare bis 69 mm. Der 
GroBenunterschied aller behandelten Blattpaare betrug im Durchschnitt 


1:1,11 gegeniiber dem Kon- 
trollwert von 1:1,23. 
Anders verhielt sich Cen- 
tradenia grandiflora bei 
der Behandlung mit Cuma- 
rin. Es zeigte sich, daB die 
groBen Blatter stark ge- 
hemmt, die kleinen geférdert 
waren, so da ein gewisser 
Ausgleich der Blatter eines 
Paares zustande kam (Abb. 
5). Hier wurde also die ur- 
springliche Hemmung der 
kleinen Blatter durch die 
kinstliche Hemmung der 
groBen zum Teil aufgehoben. 
Daraus wire zu schlieBen, 
daB normalerweise die klei- 
nen Blatter durch das starke 
Wachstum der groBen ge- 


Abb. 5. Centradenia grandiflora. Pflanzen von 
oben aufgenommen, man sieht jeweils zwei Blatt- 
paare. Links (Kontrolle) ist das oberste Blattpaar 
abgekriimmt, das folgende 1aBt deutlich das groBe 
Blatt a und das kleine Blatt 6 erkennen. Rechts 
(Versuchspflanze) die groBen Blatter mit Cumarin 
behandelt. Blatt a’ des unteren Blattpaares ist 
deutlich verkleinert, das zugehG6rige kleine b’ stark 
vergr6Bert worden. Im oberen Blattpaar sind die 
Unterschiede noch weiter verringert. 


hemmt werden. Die Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengefaBt. 


Tab. 10. Centradenia grandiflora, mit Cumarin, Konzentration 10—3 g/em*, behandelter 


1. Blattpaar (oben) . 
9 


ae 


3. 


Steckling. 


Lange der Blatter (in mm) 
kl. Bl. gr. Bl. Verh. 
49 56 : 1,14 
69 81 a 
39 48 : 1,23 


Durchschnittswert dieser Pflanzen 52,3 61,6 : 1,18 
aller Pflanzen . 55,8 74,8 : 1,34 


Tab. 11. Centradenia grandiflora, Kontrolle. 


1. Blattpaar (oben) . 
2 


3. 


Durchschnittswert dieser Pflanzen 24,0 
aller Pflanzen . 19,35 


Lange der Blatter (in mm) 
kl. Bl. gr. Bl. Verh. 
17 132 1: 7,24 
36 124 1: 3,44 
19 1: 4,42 

1: 4,59 

1 : 5,60 


Das Verhiltnis der Blatter zueinander verminderte sich im Durchschnitt 
aller Pflanzen von 1:5,60 bei den Kontrollen auf 1: 1,34 bei den mit Cumarin 


behandelten Pflanzen. 
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Querschnitte durch das untere Drittel der Blatter ergaben, daB die 
kleinen Blatter der behandelten Pflanzen GefaiBbiindel entwickelten, die 
sich dem Umfange nach denen der groBen Blatter anglichen. SpiralgefiBe 
waren in weit groBerer Zahl ausgebildet als an den kleinen Blattschuppen 
der Kontrollpflanzen. 

Die Hauptachsen selbst und ihre Verzweigungen verhielten sich bei Cu- 
marinbehandlung nicht anders als die Kontrollen. Dies gilt fiir beide 
Centradenia-Arten; sie wurden also nicht gehemmt. 


d) Die Einwirkung von 2, 3, 5-Trijodbenzoestiure auf die Ausbildung der 
Anisophyllie 
Folgende Versuche wurden an Centradenia floribunda durchgefiihrt: 
Versuch vom 28. 4. bis 18. 5. 54 
2 » 28.7. ,, 20.8. 54 
" » 20.8. ,, 20.9. 54 


Die Pflanzen wurden mit den Konzentrationen 10-3, 10-4, 10-5 und 
10—® g/em® behandelt. Die Anisophyllie wurde bei den mit héheren Kon- 
zentrationen behandelten Pflanzen in sehr geringem Mafe ausgeglichen. 
Die Blatter wélbten sich oberseits, wahrscheinlich infolge einer Wachstums- 
hemmung der Blattunterseite und der Rainder. Ein damit nicht ganz iiber- 
einstimmendes Ergebnis fand Wenck (1952). Die Rander der Blatter von 
Bryophyllum proliferum wellten sich unter dem Einflu8 von 2, 3, 5-Trijod- 
benzoesiure infolge Hemmung der Blattnervatur. Dies fiihrt Wenck 
auf die Herabsetzung des Auxingehaltes zuriick. 

Die mit Konzentration 10—* g/cm? behandelten Pflanzen zeigten eine 
deutliche Verstarkung der Anisophyllie. Dieser Effekt kommt aber nicht 
dadurch zustande, daB die groBen Blatter gréBer oder die kleinen Blatter 
kleiner werden. Vielmehr werden beide gehemmt, nur die groBen relativ 
schwiacher. So betrug die prozentuale Hemmung der kleinen Blatter im 
Durchschnitt aller Versuche gegeniiber den Durchschnittswerten der Kon- 
trollen (Tab. 2) 25%, die der groBen Blatter 20,7%. Die relativen GréBen- 
unterschiede der Blatter fiir die Konzentration 10—° g/em® waren 1:1,28 
(Kontrolle 1:1,23). Die Tabellen geben nochmals die beschriebenen Ver- 
haltnisse wieder. 


Tab. 12. Centradenia floribunda, mit 2, 3, 5-Trijodbenzoesiure (TJBS ), Konzentration 
10—® giem*, behandelter Scmling. 
Linge der Blatter (in mm) 
kl. Bl. gr. Bl. Verh. 
1. Blattpaar (oben) ....... 29 : 1,42 
2. ie Be dca matin ne, afi cy ae 36 45 > 1,25 
3. 4 nin) at Maar eeetyaied Navcos 32 : 1,78 
4 46 : : 1,02 


Durchschnittswert dieser Pflanzen 35,8 at Ae Bs 4 


aller Pflanzen . 36,1 46, : 1,28 
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Das Ergebnis der Behandlung von Centradenia floribunda mit den Kon- 
zentrationen 10—* bis 10-5 g/em® zeigen die folgenden Tabellen (Tab. 13 
—15). 

Tab. 13. Centradenia floribunda, mit Konzentration 10—5 g/cem* behandelt. 

Lange der Blatter (in mm) 

kl. Bl. gr. Bl. Verh. 
1. Blattpaar (oben). ...... 14 : 1,14 
2. pe CS geen ace arte 19 y : 1,32 
3. ne tat a vel vei akameae neue 23 y : 1,09 
4 23 p : 1,13 
Durchschnittswert dieser Pflanzen 19,8 23, : 1,16 
¥e aller Pflanzen . 21,7 25, : 1,16 


Tab. 14. Centradenia floribunda, mit Konzentration 10—+4 g/em* behandelt. 
Lange der Blatter (in mm) 
kl. Bl. gr. BI. Verh. 
Blattpaar (oben) ....... 16 19 : 1,18 


L. 

2. $s Ne ae et ee ee 21 23 : 1,10 
3. % 5 atest” catch aera 25 29 : 1,16 
4 


Durchschnittswert dieser Pflanzen 23.3 25,5 
a aller Pflanzen . 17,1 20,2 


:hi4 
: 1,18 


1 
1 
1 
= mV oes te, cea Jeeeee ht ans 27 31 1:1,15 
1 
1 


Tab. 15. Centradenia floribunda, mit Konzentration 10—3 g/cm? behandelt. 
Lange der Blatter (in mm) 
kl. Bl. gr. BI. Verh. 
1. Blattpaar (oben) ....... 06 09 1: 1,50 
2. Pe e Untre ter een ee Ne 17 19 I: 3,33 
3.1 a ay Mahe ac ate Pa es 45 51 1:38 
4.1 re arises Yon Ne Baliye aap recent 43 48 1:38 
Durchschnittswert der behandelten 
Blatter dieser Pflanzen ... . 11,5 14,0 
Durchschnittswert der behandelten 
Blatter aller Pflanzen. ... . 11,6 


Beim Vergleich der Tabellen mit den Kontrollwerten (Tab. 2) ergibt sich, 
daB bei hohen Konzentrationen ein gewisser Ausgleich der Anisophyllie 
zustande kommt. Dabei werden alle Blatter wesentlich kleiner, insbesondere 
die obersten, die in ganz jungem Stadium bestrichen wurden. Hohe TJBS- 
Gaben hemmen also das Blattwachstum. 

Im AnschluB sei noch eine interessante Beobachtung erwahnt. Die Be- 
handlung mit hdheren Konzentrationen rief bei den Pflanzen eine voll- 


1 Die unteren zwei Blattpaare unbehandelt. 
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stiindige Anderung ihrer Wuchsform hervor (Abb. 6). Alle Achselknospen 
trieben aus und iiberragten bald den HauptsproB. Die gleiche Erscheinung 
fand Wenck an Codiaeum variegatum f. interruptum. Es konnten jedoch 
an Centradenia floribunda keine Blattverwachsungen, Umwallung des Vege- 
tationskegels und Tiitenbildung beobachtet werden, wie sie Wenck und 
auch Harder (1953) fanden. Die Blatter der sich stark entwickelnden 
Seitensprosse waren wiederum gehemmt. Die SproBspitzen zeigten chloro- 
tische Verfairbungen. 

Das innere Gleichgewicht der Pflanze war also in hohem Mae gestért. 
Offenbar bedingt eine Hemmung der Hauptachse das Austreiben der Ach- 
selsprosse ahnlich wie eine Dekapitierung. Die Gesamthemmung verlauft 


c QD £ 
Abb. 6. Centradenia floribunda, mit 2, 3, 5-Trijodbenzoesiure behandelte 
Pflanzen A= 10-3, B=10-4, C=10-5, D=10-6%g/cm*® und 
E = Kontrolle. 


also ganz anders als bei hohen Heteroauxinkonzentrationen. Dort fanden 
wir (Abb. 3), daB Heteroauxin in der Konzentration 10—* g/em® zwar das 
Langenwachstum der Achse hemmt, nicht aber zur Produktion gréBerer 
Achselsprosse fiihrt. Dieser Effekt tritt ab 10—° und hauptsachlich bei 10—6 
und 10—7 g/cm* ein. Cumarin wiederum hemmte nur die Blatter und hatte 
auf Haupt- und Seitenachsen iiberhaupt keinen Einflu8. Der Fall ist des- 
halb interessant, weil er deutlich zeigt, da die Hemmungseffekte substanz- 
spezifisch sind, man also nicht von einer Hemmung schlechtweg sprechen 


kann. 
C. Diskussion 


Als Gesamtergebnis der Untersuchung erscheint die Tatsache, daB die 
Verschiedenheit der BlattgréBe bei anisophyllen Pflanzen auf verschie- 
dene Wuchsstoffversorgung zuriickzufiihren ist. Es gelingt namlich, durch 
Zufuhr passender Heteroauxingaben die Anisophyllie mehr oder weniger 
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aufzuheben, bis zu einem gewissen Grad ist dies auch in umgekehrter Weise 
durch Darbietung von Hemmstoffen zu erreichen. Wie schon aus Alteren 
Untersuchungen hervorgeht, ist die Anisophyllie teils autonom (habituell), 
teils induziert, und dies in erster Linie durch die Schwerkraft. Im ersten Fall 
kann sie auch an mehr oder weniger orthotropen Hauptachsen auftreten; 
dann entwickeln Simlinge nach einigen isophyllen Blattpaaren anisophylle. 
Das ist zweifellos der Ausdruck einer sich schon in der Primirachse autonom 
ausbildenden Dorsiventralitat. An Seitenachsen fiihrt die Schriglage zu 
einer mehr oder weniger durch die Schwerkraft induzierten Dorsiventralitat. 
Im Zusammenhang damit werden die Blatter einer Seite, und zwar der 
Unterseite, gefordert. 

Unsere Versuche sprechen dafiir, daB das Zuriickbleiben der einen Blat- 
ter auf mangelnder Wuchsstoffversorgung beruht, und es ist anzunehmen, 
daB die groBen Blatter durch starken Wuchsstoffverbrauch ihre gegeniiber- 
liegenden Partner klein halten. Uberraschend ist nun folgendes. In dorsi- 
ventralen Seitenachsen verlaiuft der Hauptwuchsstoffstrom auf der Dorsal- 
seite, woraus eine mehr oder weniger starke Epinastie resultiert. Anderer- 
seits flieBt ein Anteil des Wuchsstoffes unter dem Einflu8 der Schwerkraft 
zur Unterseite und férdert diese, so daB schlieBlich eine im Einzelfall ver- 
schiedene Schriaglage resultiert. Die Forderung der unterseitigen Blatter 
kann also nur durch diese schwerebedingte Wuchsstoffversorgung bewirkt 
werden; auch ist bekannt, daB zu Stellen starken Wuchsstoffverbrauches 
ein erhéhter Zustrom von Baustoffen erfolgt. Wenn bei Hemmung der 
groBen Blatter in Einzelfallen auch die kleinen reduziert werden, erklart 
sich dies wohl zwanglos durch Ubertritt des Hemmstoffes auf die Gegenseite. 

Als Nebenergebnis wurden auch Veranderungen im Austreiben von 
Seitenknospen und im Verhalten der Hauptachse beobachtet. Es fallt auf, 
daB Cumarin, das auf Blatter einwirkt, die Achsen nicht beeinfluBt. Da- 
gegen wird die Hauptachse durch héhere Konzentrationen von Hetero- 
auxin, viel mehr noch durch 2, 3, 5-Trijodbenzoesiure gehemmt. Diese 
beiden Stoffe scheinen sich also viel leichter in der Pflanze auszubreiten als 
Cumarin. Wenn hier das zugefiihrte Heteroauxin spitzenwarts wandert, 
so erfolgt dies vermutlich durch den Transpirationsstrom. Das Austreiben 
der Seitenachsen bei giinstiger Dosierung von Heteroauxin ist wohl einfach 
auf bessere Wuchsstoffversorgung zuriickzufiihren. Meinl und v. Gut- 
tenberg (1954) zeigten kiirzlich, daB dies auch dann zutrifft, wenn solcher 
Wuchsstoff von der Spitze her geboten wird; auch hier erfolgte Hemmung 
des gesamten SproBwachstums erst bei hdheren Konzentrationen. Schwerer 
verstindlich ist die Wirkung der Trijodbenzoesiure in héheren Konzen- 
trationen. Diese hemmte die behandelnden Blatter und die Hauptachse, 
forderte die Seitenachsen und hemmte wiederum deren Blatter. Hier liegt 
also ein sehr kompliziertes Zusammenspiel vor. Trijodbenzoesiure gilt 
als typisches Antiauxin, das die Wirkung der §-Indolylessigsiure aus- 
schaltet, andererseits durch diese wieder kompensiert werden kann (Thi- 
mann und Bonner 1948, 1949, Galston 1947, Snyder 1949, Weintraub 
und Mitarbeiter 1952). Leider bestehen tiber ihre Wirkungsweise nur Ver- 
mutungen. Alle beobachteten Hemmungen sind durch Uberténung des 





298 H. v. Guttenberg und Karla Steinweg 


Heteroauxins verstindlich, schwieriger schon die von uns sowie Harder, 
Wenck und Harder und Oppermann beobachteten Wachstums- 
anomalien der Blatter. Am tiberraschendsten ist aber das stark geférderte 
Wachstum der Seitentriebe. Man kann natiirlich annehmen, daB ein am 
Aufsteigen in der Hauptachse verhindertes Proauxin jetzt in die Seiten- 
achsen eintritt (vgl. Meinl und v. Guttenberg 1954) und hier in Auxin 
verwandelt wird, doch tritt, wie die Blatthemmung an den Seitenachsen 
lehrt, die Trijodbenzoesiure hier auch ein, und es bleibt unverstindlich, 
wieso sie sich in der Achse nicht auswirkt, hier das Auxin, in den Blattern 
aber der Hemmstoff dominiert. 

Ein weiterer Punkt verdient noch hervorgehoben zu werden. Bei ihren 
Untersuchungen iiber die Veriinderung der Wasserpermeabilitaét durch 
Wirkstoffe fanden v. Guttenberg und Beythien (1951), daB Hetero- 
auxinkonzentrationen 10—* bis 10—’ g/em*® die Wasserpermeabilitat for- 
dern, 10~* sie hemmt. Die Konzentration 10—° wirkte scheinbar gar nicht, 
die Deplasmolyse erfolgte wie bei der Kontrolle. Entsprechend stellten 
Meinl und v. Guttenberg (1954) fest, daB apikal gebotenes Heteroauxin 
das Wachstum von Achsen und Seitensprossen in der Konzentration 10—7 
foérdert, ab 10-> hemmt und hier ein neutraler Umschlagpunkt bei der 
Konzentration 10~—® liegt. Das gleiche Verhalten stellten wir nunmehr bei 
Centradenia floribunda fest. Hier hemmte die Konzentration 10—+ Achse 
und Seitensprosse, bei 10—° herrschten ahnliche Verhialtnisse wie bei der 
Kontrolle und 10—* bis 10~* ergaben eine auffallige Forderung aller Achsen. 
Der seinerzeit ausgesprochene Gedanke, daB dem Heteroauxin eine Doppel- 
wirkung zukommt (f6rdernd und hemmend), wobei sich die Wirkungen 
im Bereich von 10— bis 10—* kompensieren, hat sich also wiederum bewihrt. 
Man wire demnach geneigt anzunehmen, daB es auch beim SproBwachstum 
die Erhéhung oder Herabsetzung der Wasserpermeabilitaét ist, die einer- 
seits wachstumsfordernd, andererseits wachstumshemmend auf das Achsen- 
system einwirkt. 

Da iiber eventuelle eigene Hemmstoffe der Versuchspflanzen nichts be- 
kannt ist, kann diese Frage hier nicht erértert werden (vgl. Libbert 1954). 


D. Zusammenfassung 


1. Die Anisophyllie bei Centradenia floribunda liegt zum Teil in der 
Organisation der Pflanze begriindet, zum gréBeren Teil ist sie jedoch durch 
die Schwerkraft induziert. 


2. Durch Bestreichen der kleinen Blatter mit 6-Indolylessigsiure konnte 
bei Centradenia floribundaeine Aufhebung der Anisophyllie erreicht werden. 
Eine Behandlung mit héheren Konzentrationen dagegen rief eine Hem- 
mung des Blattwachstums hervor, bei der die Anisophyllie erhalten blieb. 
Die mit Konzentration 10—* g/em* behandelten Pflanzen verhielten sich 
allgemein wie die Kontrollen. Einige wiesen eine schwache Forderung auf. 

Das Bestreichen der schuppenférmigen kleinen Blatter von Centradenia 
grandiflora mit der Konzentration 10~—‘ rief in den meisten Fallen eine Ver- 
minderung der Anisophyllie hervor, die jedoch niemals bis zur vollstandigen 
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Isophyllie ging. Das durchschnittliche Verhiltnis der Blatter zueinander 
verschob sich von 1:5,60 bei den Kontrollen auf 1:1,58 bei den Versuchs- 
pflanzen. 


3. Cumarin, auf groBe Blatter aufgetragen, iibte bei Centradenia flori- 
bunda eine nur schwach ausgleichende Wirkung auf die anisophyllen Blatt- 
paare aus. Sowohl die kleinen als auch die groBen Blatter wurden stark 
gehemmt. 


Anders verhielt sich Centradenia grandiflora gegeniiber Cumarin. Bei 
Bestreichen der groBen Blatter wurden diese gehemmt, die kleinen Blatt- 
schuppen gefordert. Die relativen BlattgréBen verhielten sich bei den be- 
handelten Pflanzen wie 1:1,34 (Kontrolle 1:5,43). 


4. Durch 2, 3, 5-Trijodbenzoesiure wurden die groBen Blatter von 
Centradenia floribunda relativ stairker gehemmt als die kleinen, so daB bei 
hoheren Konzentrationen ein gewisser Ausgleich der Anisophyllie zustande 
kam. Bei der Konzentration 10—* konnte eine schwache Erhéhung der 
Anisophyllie festgestellt werden. 


Die Hauptachse zeigte zunehmend mit der Konzentration eine Hemmung. 
Die Seitensprosse trieben stark aus, so daB die Pflanze strauchartigen 
Charakter annahm. Im Gegensatz dazu wirkte Cumarin weder auf Haupt- 
noch auf Seitenachsen. Heteroauxinkonzentration 10—* wiederum hemmte 
zwar die Hauptachse, forderte aber die Achselsprosse nicht. Dies geschah 
hier bei den Konzentrationen 10—° und 10—7, die die Hauptachse férdern. 
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Uber Permeabilitatseigenschaften der pflanzlichen Kutikula 


Von 
Otto Hartel 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 2 Textabbildungen 


(Eingelangt am 23. November 1955) 


Einleitung 


In einer Reihe von Arbeiten (Hartel 1947, 1948, 1950, 1951, 1952) 
konnte gezeigt werden, da die Hohe der nichtstomatiren Komponente 
der pflanzlichen Transpiration, also der Kutikulartranspiration von Blat- 
tern bzw. der Wasserabgabe durch Peridermen, unter sonst gleichen AuBen- 
bedingungen keine feste GréBe darstellt, sondern experimentell veranderlich 
ist. Weitere Untersuchungen haben ergeben, daB die Durchilassigkeit der 
Kutikula auch unter Standortsbedingungen Veranderungen unterliegen kann 
(Hartel-Eisenzopf 1953, Krapf, noch unveréffentlicht). 

Die Durchlassigkeit bzw. der durch die Kutikula bewirkte Transpirations- 
widerstand kann durch Ionen verschiedener Kolloidaktivitat resp. Hydra- 
tation verursacht werden, wobei sich Zusammenhange mit der Hofmeister- 
schen lyotropen Reihe (,,Quellungstyp“ bei Peridermen und reinen Quell- 
korpern, z. B. Flechten) oder der Adsorptionsreihe nach Michaelis (,,Ku- 
tikulartyp‘‘ bei kutikularisierten Epidermen) ergeben haben (Hartel 1950, 
1951). Auch die Wasserstoffionenkonzentration beeinfluBt die Hohe der 
Kutikulartranspiration; sie ist im neutralen und ganz schwach sauren Be- 
reich (pH 5—7) maximal und sinkt gegen den stirker sauren und den al- 
kalischen Bereich hin ab, wobei die Reaktion gleichzeitig auch den Rich- 
tungssinn der Ionenreihen mitbestimmt. Da zudem auch die Konzentration 
der Salze bzw. der Ionen fiir deren Wirkungen auf die Kutikula von Bedeu- 
tung ist, ergeben sich recht verwickelte Verhaltnisse, die durch die An- 
nahme einer die Kutikulartranspiration steuernden Komponente ampholyt- 
artiger Natur interpretiert wurden. Es hingt von der Weite der Poren, in 
denen die Wasserbewegung in der sonst hydrophoben Kutikula vor sich 
geht, ab, ob bei Hydratationsinderungen die reine Quellwirkung tiberwiegt 
— es sind daher beim ,,Quellungstyp“ weite Poren anzunehmen — oder ob 
die mit zunehmender Hydratation sich vergréBernden Wasserhiillen die 
Wasserbewegung eher bremsen, wie dies beim ,,Kutikulartyp“ der Fall ist. 
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Diese Vorstellungen konnten durch Versuche mit geeigneten Farbstoffen 
(insbesondere Methylviolett, Hartel 1952) weiter gestiitzt werden. 

Nun sind seit der Veréffentlichung dieser Befunde weitere Tatsachen be- 
kannt geworden, die fiir unser Problem von wesentlicher Bedeutung sind. 
So gelang es Mueller, Carr und Loomis (1954) auf elektronenmikroskopi- 
schem Wege, an Blattoberflichen mit Wachsausscheidungen im Abdruck- 
verfahren Poren abzubilden. Es konnten weite Poren, die cffenbar fiir die 
Ausscheidung des Wachses von Bedeutung sind und die bis auf die Pektin- 
lamelle hinabzureichen scheinen, festgestellt werden. Es erscheint ver- 
lockend, diese Poren mit unserem ,,Quellungstyp‘ in Zusammenhang zu 
bringen, zumal auch Apfelepidermen, an denen dieser Typ gefunden wurde, 
eine Wachsauflage besitzen. Anderseits machen die von den gleichen 
Autoren abgebildeten engen Poren eine Vergroé8erung des Durchtrittswider- 
standes mit zunehmender Hydratation ihrer Wandungen durchaus ver- 
stiindlich, sie kénnten daher fiir den sogenannten ,,Kutikulartyp“ bestim- 
mend erscheinen. Allerdings mu8 fiir diesbeziigliche Aussagen erst das 
entsprechende Vergleichsmaterial abgewartet werden. Es wurden jedoch 
von den genannten Autoren auch Kutikeln ohne erkennbare Poren abge- 
bildet ; méglicherweise entziehen sie sich in diesen Fallen aus Griinden, die 
in der Praparation liegen, der Beobachtung. An intakten Kutikeln lassen 
sich Poren nur in einzelnen besonderen Fallen unmittelbar abbilden; die 
normale Kutikula ist entweder nicht geniigend durchstrahlbar oder es kén- 
nen sich z. B. schraig zur Oberfliche verlaufende Poren dem Nachweise auf 
diesem Wege iiberhaupt entziehen (Volz 1952). 

Von besonderem Interesse fiir unsere Fragen ist auch die von Mitarbei- 
tern Curriers gemachte Beobachtung, daB die Absorptionseigenschaften 
schonend isolierter Kutikeln u. a. vom pH bzw. von der Ladung abhangig 
sind. Es soll auf diese Befunde vor Vorliegen der Verdéffentlichung nicht 
niher eingegangen werden; eine derartige Feststellung miiBte wohl als un- 
mittelbare Bestatigung unserer an lebenden Pflanzen gemachten Beob- 
achtungen angesehen werden. 

Die Vielfalt der Veranderungen bzw. die innerhalb bestimmter Grenzen 
zweifellos vorhandene Labilitat der Hohe der Kutikulartranspiration laBt 
die Frage offen, ob nicht auch andere Faktoren auf die Durchlassigkeit der 
Kutikula Einflu8 nehmen koénnten. In erster Linie ist natiirlich an die Mit- 
wirkung des lebenden Plasmas zu denken. Es wurde allerdings bereits 
dargetan, daB die Wasserpermeabilitat als begrenzender Faktor kaum in 
Frage kommen kann, da sie gréBenordnungsmaBig 1—2 Zehnerpotenzen 
iiber den durch die Kutikula eingeschalteten Widerstanden liegt (Hartel 
1951, vgl. hiezu 8. 303). Eine direkte Wirkung lebenden Plasmas mu nun 
aber aus anatomischen Griinden doch in Betracht gezogen werden. In der 
Zwischenzeit sind ausfiihrliche Untersuchungen verdéffentlicht worden, in 
denen die von Schumacher und Halbsguth (1939) aufgefundenen und 
von Schumacher (1942) naher beschriebenen AuBenwandplasmodesmen 
bestatigt und auf breiter Basis ausfiihrlich untersucht worden sind (Lam- 
bertz 1954). Es sind dies Protuberanzen des Protoplasmas, die sich in die 
Epidermis-AuBenwand bis knapp unter die Kutikula erstrecken und még- 
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licherweise mit ihr sogar in unmittelbarem Kontakt stehen. Ihre Darstell- 
barkeit hingt nicht nur in ganz auBerordentlichem MaBe von der geeig- 
neten Fixierung ab, sondern u. a. auch von der Tageszeit, den Beleuchtungs- 
verhaltnissen und der Temperatur. Im Hinblick auf ihre Lage knapp unter 
der Kutikula sowie ihrer groBen Labilitét gegeniiber AuBeneinfliissen 
kénnten die AuBenwandplasmodesmen auch fiir die Kutikulartranspiration 
mitbestimmend sein. Es wire denkbar, daB entweder Zustandsinderungen 
im Cytoplasma auch die Hydratation der Plasmakolloide in den AuBenwand- 
poren und damit ihre Wegsamkeit fiir Wasser veriindern, oder aber es wirkt 
das Plasmodesmenplasma unabhangig vom Zustand des Zellplasmas selbst 
als ampholytartiger Kérper, indem es unmittelbar den Einwirkungen der 
AuBenbedingungen (in unserem Falle den Einwirkungen dargebotener auBer- 
licher Ionen) unterliegt. Denn welche Stoffe die Verinderungen der Durch- 
trittswiderstinde bewirken, ist ja noch durchaus offen. 

Die Klarung der Frage, ob die Veranderlichkeit der Durchlassigkeit der 
Kutikula in dieser selbst begriindet ist oder aber ob sie von innen heraus 
durch das Plasma der Epidermiszellen gesteuert wird, kann nun auf zell- 
physiologischem Wege versucht werden. Die Veranderungen der Permea- 
bilitatseigenschaften des Plasmas nach Einwirkung verschiedener Ionen 
oder von Pufferlésangen von verschiedenem pH auf Schnitte ist bereits 
mehrfach untersucht und hat in neuester Zeit durch Seemann (1950a, 
1953, dort auch weitere Literatur) eine eingehende Bearbeitung erfahren. 
Wirken nun Lésungen, die von auBen an intakte Blatter appliziert werden, 
erst auf dem Umwege iiber das Plasma, dann miissen die Veranderungen 
der Permeabilitét, Viskositat und anderer Plasmaeigenschaften zumindest 
qualitativ die gleichen sein wie bei der Behandlung von Schnitten. Wenn im 
anderen Falle die Kutikula selbst, ohne Vermittlung des Cytoplasmas, die 
Diffusionswiderstainde zu andern imstande ist, kénnen sich Unterschiede 
in der Beeinflussung des Plasmas bei Einwirkung der Lésungen durch die 
intakte Kutikula hindurch einerseits und der unmittelbaren Wirkung auf 
das Plasma andererseits, wie dies bei Behandlung von Schnitten der Fall 
ist, ergeben und dabei gleichzeitig Eigentiimlichkeiten, die bei der Unter- 
suchung der Kutikulartranspiration aufgefallen sind, wiederkehren. 


Methodik 


Es erscheint als das Nachstliegende, die Wirkungen von Salz- und Puffer- 
losungen auf die Wasserpermeabilitat des Protoplasten der Epidermiszellen 
nach den beiden oben skizzierten Behandlungsarten, Einwirkung der Lé6- 
sungen auf Schnitte und auf intakte Blatter, zu vergleichen. Einige Ver- 
suche und Uberlegungen erwiesen aber die UnzweckmaBigkeit dieses Kri- 
teriums. Wir haben bereits oben bemerkt, daB die Wasserpermeabilitat des 
Protoplasmas, allerdings auf Grund eines ziemlich weit hergeholten Bei- 
spieles (Salvinia natans, Huber und Héfler 1930), als Ursache der Ver- 
ainderungen der Kutikulartranspiration kaum in Frage kommen kann. 
Inzwischen wurde die Wasserpermeabilitaét der Epidermis-Protoplaste von 
zwei Versuchspflanzen, an denen wir die Kutikulartranspiration untersucht 
haben, namlich an Syringa vulgaris und Buxus sempervirens, aus der De- 
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plasmolysegeschwindigkeit bestimmt. Die Schnitte wurden in Trauben- 
zuckerlésungen von der doppelten Zellsaftkonzentration plasmolysiert und 
anschlieBend in isotonische Lésungen iibertragen. Da die Deplasmolyse 
sehr rasch verlauft, wurden die Schnitte nach 30, 60 und 120 Sekunden 
photographiert und die Plasmolysegrade durch Planimetrieren der Klein- 
bildfilme unmittelbar unter dem Zeichenapparat bei schwacher VergréBerung 
ermittelt. 


Tab. 1. Syringa vulgaris (Epidermiszellen, Blattoberseite): Deplasmolysegeschwindig- 
keit in isotonischer (0,95 mol) Traubenzuckerlésung nach Vorplasmolyse in Zuckerlésung 
doppelter Konzentration. 


Versuch: I III IV 


Plasmolysegrad in 1,9 mol 
Traubenzucker 0, ; 0,55 


Plasmolysegrad in 0,95 mol 
Traubenzucker nach: im Mittel 


0,65 0,61 0,60 0,61 
0,75 0,80 0,77 0,77 
0,88 0,96 0,90 0,91 


Infolge der unregelmaBigen Form der Epidermiszellen kann die Durch- 
trittsgeschwindigkeit des Wassers durch das Plasma nur ganz iiberschligig 
bestimmt werden. Die durchschnittliche ZellgréBe kann mit etwa 1500 y?, 
das Zellvolumen unter Zugrundelegung einer mittleren lichten Tiefe der 
Epidermiszellen von 25 » mit 38.000 v3, die Oberflaiche eines Protoplasten 
mit dem Plasmolysegrad von im Mittel 0,75 mit rund 4000—5000 yu? ange- 


setzt werden. Innerhalb einer Minute passiert die Protoplasmaoberfliche 
laut obiger Tabelle eine Wassermenge entsprechend 22%, (in der ersten Mi- 
nute) und 14% (in der zweiten Minute) des Zellvolumens, das sind also 
8400 bzw. 5300 u® Wasser pro Minute. Auf die Protoplastenoberfliche bezo- 
gen, entspricht dies einer Filtrationsgeschwindigkeit von 2,0 bzw. 1,2 u/min 
bzw. unter Beriicksichtigung der jeweiligen Konzentrationsunterschiede 
einer solchen von etwa 5—6 u/at/je Std.; dieser Wert der Filtrationsge- 
schwindigkeit liegt etwas unter den von de Haan (1933) an Alliwm cepa 
bestimmten Permeabilitatsfaktoren fiir die ersten Minuten der Deplasmolyse. 
Nun wurde aber bereits friiher festgestellt, daB die Geschwindigkeit der 
Wasserbewegung bei der Kutikulartranspiration unter Laboratoriumsbe- 
dingungen rund 1 u/Std. betraigt. Da nun atmospharische Luft mit einer 
relativen Feuchtigkeit von 75% eine Saugkraft von 384 at entwickelt, be- 
deutet dies, daB die Wasserpermeabilitét des Plasmas von Syringa vulgaris 
rund zwei Zehnerpotenzen hoher ist als die der Kutikula. Ahnliche Werte 
ergeben sich fiir Buxus. Selbst wenn man beriicksichtigt, daB durch die 
Plasmolyse eine Anderung der Permeabilitit eingetreten sein kénnte 
(Schmidt 1936) bzw. sich diese im Verlaufe der Deplasmolyse erhéht (de 
Haan 1933), so kann die Wasserpermeabilitaét des Protoplasmas keinesfalls 
als begrenzender Faktor fiir die kutikulare Wasserabgabe angesehen werden 
bzw. unmittelbar mit ihr in Zusammenhang gebracht werden. Sie kénnte 
héchstens als Indikator fiir den Zustand des Protoplasmas im allgemeinen 
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dienen. Dem steht aber, abgesehen von der am vorgegebenen Objekt nur 
schwierigen und unsicheren Bestimmbarkeit der Wasserpermeabilitaét, noch 
ein anderer Umstand entgegen. Nach L. und M. Brauner (1943) sowie 
Seemann (1950) ist die Wasserpermeabilitét um den Neutralpunkt bzw. 
im schwach sauren Bereich am gré8ten und nimmt nach beiden Richtungen 
der pH-Skala ab. Das gleiche ergab nun auch ein orientierender Versuch an 
Syringa vulgaris ; in nachstehender Tabelle sind die Durchtrittsgeschwindig- 
keiten des Wassers aus den nach 30 Sekunden langer Deplasmolyse in mit 
dem Grenzplasmolysewert isotonischer Zuckerlésung sich einstellenden 
Plasmolysegraden ohne weiteres vergleichbar. 


Tab. 2. Syringa vulgaris: Wasserpermeabilitat der Epidermiszellen der Blattoberseite in 
Abhingigkeit vom pH (Phosphatpuffer 1/150 molar). 


pH: 3,0 4,0 5,0 6.0 7,0 
Plasmolysegrad nach 30” 

0,55 0,73 0,72 0,75 0,70 

— 0,75 0,76 0,79 0,79 


Mittel (0,55) 0,74 0,74 0,77 0,75 





Die Riickgangsgeschwindigkeit der Plasmolyse ist bei pH 6 deutlich am 
groBten. Damit weist aber die Wasserpermeabilitat die gleiche Abhangig- 
keit von der Wasserstoffionenkonzentration auf wie die Kutikulartranspi- 
ration. Daraus kénnte allenfalls der SchluB gezogen werden, daB die gleichen 
Veranderungen, die dessen Permeabilitaét bestimmen, auch die Durchlissig- 
keit der EpidermisauBenwand kontrollieren; es ist aber nicht zu entscheiden, 
ob bei Einwirkung von Lésungen von verschiedener cH auf intakte Blatter 
primar das Plasma oder die Kutikula selbst beeinfluBt wird. Dies ist nur mit 
einer plasmatischen ZustandsgréBe méglich, die eine andere Abhangigkeit 
von der cH aufweist als die Wasserpermeabilitét. Ein solches Kriterium ist 
die Harnstoffpermeabilitat, die nach Seemann (1950) im Gegensatz zur 
Wasserpermeabilitét auch im alkalischen Bereich weiter ansteigt. Kon- 
trollversuche bestatigen dieses Verhalten der Harnstoffpermeabilitat fiir 
zwei der wichtigsten Versuchspflanzen, an denen das Verhalten der Kutiku- 
lartranspiration bei unseren friiheren Versuchen abgeleitet werden konnte, 
fir Syringa vulgaris und Buxus sempervirens; an Taxus baccata sowie Thuja 
occidentalis scheitern Permeabilitaétsbestimmungen an der Ungunst des Ob- 
jektes, bei Liquidambar styraciflua an der auBerordentlich geringen Harn- 
stoffpermeabilitat der Epidermiszellen, die eine Ausdehnung der Versuche 
tiber Stunden notig gemacht hatte. Dies erschien aber nicht nur aus zeit- 
lichen, sondern auch aus Griinden, die in der Methodik liegen (Abklingen der 
Salzwirkung bei zu langer Versuchsdauer, Erhéhung der Permeabilitaét im 
Laufe der Deplasmolyse), nicht angebracht. 

Die Versuche wurden stets in zwei Parallelreihen angesetzt. In Reihe I (,,Schnitt- 
versuche‘‘) kamen Fliachenschnitte der Blattoberseite nach kurzem Vorwissern in 
Lésungen mit abgestufter cH bzw. von Salzen. Nach etwa 2 Stunden wurden die 
Schnitte mit Aqua dest. abgespiilt und in 2 molare Harnstofflésungen iibertragen, wo- 
rauf der Verlauf der Deplasmolyse entweder photographisch oder durch Nachzeichnen 
der Konturen mittels des Zeichenapparates und nachherigem Planimetrieren, also auf 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 20 
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jeden Fall objektiv, festgehalten wurde. In Reihe II wurden intakte Blatter (Blatter 
mit auch nur geringen Schaden schieden von vornherein aus) so in die Lésungen einge- 
bracht, daB die Blattstiele aus der Fliissigkeit herausragten und nicht mit ihr in Beriih- 
rung kommen konnten. Um einheitliches und untereinander vergleichbares Material 
zu erhalten, wurden zu den Hauptversuchen jeweils nur die vorletzten Blattpaare der 
jungsten Triebe verwendet (bei den Schnittversuchen wurden saémtliche Schnitte 
einer Reihe vom gleichen Blatt angefertigt). Nach 3—5 Stunden wurden die Blatter 
in immer wieder gewechseltem Aqua dest. abgespiilt, sofort Schnitte der oberen Epi- 
dermis angefertigt und diese ins Plasmolytikum iibertragen und in gleicher Weise wie 
die Schnittversuche weiter beobachtet. Blatter, bei denen dunkle Flecken beginnende 
Infiltration anzeigten, wurden ausgeschieden. Die Plasmolyse selbst muBte natiirlich 
in reinem Plasmolystikum ohne Puffer- oder Salzzusatz erfolgen, denn die Ionen sollten 
ja bei den ,,Blattversuchen“ auf keinem anderen Wege als nur durch die Kutikula hin- 
durch an den Protoplasten herankommen kénnen, und in genau der gleichen Weise 
muBte natiirlich auch bei den Vergleichsreihen mit den vorbehandelten Schnitten vor- 
gegangen werden. Dies erschien jedoch insofern zulassig, als ja bereits Weber (1924) 
feststellen konnte, daB Salzwirkungen auf den Protoplasten auch bei darauffolgender 
Plasmolyse in reinem Plasmolytikum nachklingen bzw. erhalten bleiben. Unsere nach- 
folgend beschriebenen Versuche haben dies auch vollinhaltlich bestatigt. Auf die Be- 
rechnung von Permeationskonstanten durfte, da die Messungen lediglich vergleichend 
ausgewertet werden, verzichtet werden. 

Neben der Harnstoffpermeabilitat wurde in einigen Fallen auch die Konvexplasmo- 
lysezeit (Weber 1929) zum Vergleich mitbestimmt. 

Samtliche Versuche wurden von Juli bis Oktober 1955 durchgefiihrt. 


Versuche mit Pufferl6sungen abgestufter cH 


Es wurden die gleichen Pufferlésungen wie bei den Untersuchungen zur 
Kutikulartranspiration (Hartel 1950, 1951), also »/150 Phosphatpuffer 
verwendet. Sie unterschieden sich gegeniiber der Vorschrift von Sorensen 
(vgl. Strugger 1938) nur durch den Ersatz des Natriumphosphates durch 
das entsprechende Kaliumsalz. Dadurch konnte bei weitgehend ahnlichem 
Ionenmilieu ein weiter pH-Bereich (pH 3—9) umfaBt werden. Die pH- 
Werte der Puffer wurden unter der Glaselektrode auf ganzzahlige Werte 
eingestellt. Die Puffer wurden in der Regel nur zu einem einzigen Haupt- 
versuch verwendet, ein zweites Mal héchstens zu Kontrollzwecken oder zu 
orientierenden Versuchen. 

Betrachten wir zunichst die Deplasmolysegeschwindigkeiten der Epi- 
dermiszellen von Syringa vulgaris in hypertonischer (2 n) Harnstofflésung. 


Tab. 3. Syringa vulgaris (Epidermis der Blattoberseite ): Plasmolysegrade bei Deplasmo- 
lyse in 2 n-Harnstofflésung. 





pH 





I Schnitte mit Pufferlésungen 
vorbehandelt 


Plasmolysegrad nach 18’.. | 0,72 


II intakte Blatter eingetaucht 
Plasmolysegrad nach 30’.. | 0,85 
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In einem anderen Versuch wurde gleichzeitig auch der Zeitpunkt proto- 
kolliert, in dem 50° der Zellen deplasmolysiert waren; Tab. 4 gibt einen 
solechen Versuch, allerdings mit gréber abgestuften Puffern, wieder. 


Tab. 4. Harnstoffpermeabilitét von Syringa vuigaris (Epidermis der Blattoberseite ) 
Plasmolysegrade und Deplasmolysezeit (50% der Zellen deplasmolysiert) nach Vorbe- 
handlung mit Pufferlésungen von verschiedener cH. 





pH 





I Schnitte vorbehandelt 
Plasmolysegrad nach 15’.... 
Deplasmolysezeit Minuten. .. 12 


II Intakte Blatter vorbehandelt 
Plasmolysegrad nach 20’.... 0,65 0,78 0,71 
Deplasmolysezeit Minuten. .. 30 15 15—20 


Ahnlich ist der Ausfall des gleichen Versuches mit Buaus sempervirens: 


Tab. 5. Harnstoffpermeabilitit von Buxus sempervirens (Epidermis der Blattoberseite ) : 
Plasmolysegrade nach Vorbehandlung in Puffern von verschiedener cH. 





pH | 9 





I Schnitte vorbehandelt 


Plasmolysegrad nach 20’ .... Grenzplas- 


molyse 
II Intakte Blatter vorbehandelt 


Plasmolysegrad nach 20’.... 0,64 0,77 0,70 


Der gleiche Versuch, jedoch mit engeren pH-Intervallen, unter gleich- 
zeitiger Angabe der Deplasmolysezeit: 


Tab. 6. Buxus sempervirens: Plasmolysegrad und Deplasmolysezeit in 2 n-Harnstoff- 
lésung nach Vorbehandlung in Puffern von verschiedener cH. 





pH CO Te Ie el A RE 
| | | 





I Schnitte vorbehandelt | 
Plasmolysegrad nach 25’.. 0,85 — | 0,82 | 0,82 | 0,85 | 0,95 | 0,95 
Deplasmolysezeit Minuten. 3 | 17 |@ 11] 13 | 10 | 19 

II Blatter vorbehandelt 
Plasmolysegrad nach 34’ .. 0,80 | 0,90 | 0,92 | 0,96 > 1,00 0,92 | 0,73 
Deplasmolysezeit Minuten. 30 25 39 28 16 39 >40 


Syringa vulgaris wie Buxus sempervirens zeigen iibereinstimmend fol- 
gendes Verhalten: Werden Schnitte mit den Pufferlésungen vorbehandelt, 
so steigt bei der nachfolgenden Deplasmolyse die Harnstoffpermeation von 
sauer iiber neutral nach alkalisch ziemlich gleichmaBig an, wie aus den 
zunehmenden Plasmolysegraden und der abnehmenden Deplasmolysezeit 
zu erkennen ist; bei Buxus zeigt die Deplasmolysezeit in Abhangigkeit vom 
pH wohl einige UnregelmaBigkeiten, die in den an sich geringen Unter- 
schieden und der bei dem raschen Ablauf nur schwierigen ErfaBbarkeit der 


20* 
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50% igen Deplasmolyse begriindet sein diirften; die nach dem alkalischen 
Bereich zunehmende Permeabilitat fiir Harnstoff ist aber doch erkennbar. 
Dieses Verhalten stimmt demnach mit den Ergebnissen Seemanns (1950) 
iiberein. Anders ist jedoch das Bild, sobald die Pufferlésungen nur durch 
die Kutikula an die Protoplasten der Epidermiszellen herankommen kénnen. 
Dann tritt ein deutlich ausgeprigtes Maximum der Harnstoffpermeation 
im neutralen Bereiche, und zwar ziemlich scharf auf den.Neutralpunkt selbst 
gegrenzt, auf. Auch in dem oben angefiihrten Beispiel von Buxus (Tab. 6), 
das beim Schnittversuch bei pH 9 eine Abnahme der Permeabilitat zeigt, 
deren Griinde nicht genau angegeben werden kénnen (Schadigung, Wirkung 
der Zellwinde? vgl. Biebl 1954), ist diese Permeabilititsabnahme beim 
,,Blattversuch“ wesentlich ausgepragter, die Deplasmolysezeit nimmt im 
, schnittversuch* um ca. 150%, im ,,Blattversuch“ um mehr als 250% -zu. 
Es muB also die Einwirkung der Pufferlésungen auf die Protoplasten modi- 
fiziert worden sein, und zwar in Form einer Maximumkurve mit ihrer Kul- 
mination um den Neutralpunkt. In ganz der gleichen Weise hingt aber 
auch die Kutikulartranspiration vom pH der Lésungen, mit denen die 
Blatter vorbehandelt worden waren, ab (,,EKintauchversuche’‘, Hartel 
1951). 

In eine ganz ahnliche Richtung weisen auch die Veranderungen der 
Plasmolysezeit, also derjenigen Zeit, die zum Erreichen einer vollkommenen 
Konvexplasmolyse nétig ist (Weber 1929), hin. In nachfolgender Tabelle 
sind die an Schnitten und an intakt vorbehandelten Blattern beobachteten 
Plasmolysezeiten angegeben. 


Tab. 7. Syringa vulgaris: Plasmolysezeiten (50% der Zellen abgerundet) nach Vorbe- 
handlung in Puffern von verschiedener cH (1,5 mol Traubenzucker). 








pH ‘e 


I Schnitte vorbehandelt 
Plasmolysezeit in Minuten... 


II Intakte Blatter vorbehandelt | 
Plasmolysezeit in Minuten... 5 > 30 | > 30 


Nach Vorbehandlung der Schnitte mit den Pufferlosungen runden 
sich die Proteplasten, die mit Puffern von pH 6 vorbehandelt worden waren, 
am langsamsten ab, je saurer bzw. je alkalischer die Puffer sind, desto 
rascher geht die Abrundung vor sich. Das Maximum liegt daher ungefihr 
in dem gleichen pH-Bereich wie das der Wasserpermeabilitat ; insofern be- 
steht mit ahnlichen Versuchen L. und M. Brauners (1943) Ubereinstim- 
mung, allerdings beobachteten sie fiir ihr Versuchsobjekt (Alliwm cepa) in 
diesem Bereich gerade ein Minimum der Plasmolysezeit. Ob dies an der 
Verschiedenheit des Objektes, des verwendeten Puffers oder in anderen Ur- 
sachen begriindet ist, sei zunachst nicht naher untersucht. Hier interessiert 
in erster Linie der Vergleich mit dem Parallelversuch mit intakten Blattern. 
Dabei fallt auf, daB die Plasmolysezeit im alkalischen Bereich den an 
Schnitten so deutlichen Abfall véllig vermissen laBt und im Gegenteil so- 
gar offenbar noch weiter ansteigt. Es wird offenbar die Senkung der Plasmo- 
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lysezeit durch die Einwirkung des Puffers verhindert, die Kutikula scheint 
dichter zu werden und ihre Diffusionswiderstinde zu erhéhen. Damit deckt 
sich dieser Versuch gleichfalls mit den friiheren Feststellungen. 


Wirkungen von Neutralsalzen 


Etwas weniger iibersichtlich liegen naturgemaB die Verhiltnisse bei den 
Kationenwirkungen auf den Protoplasten. Die durch Ionenwirkungen be- 
dingten Verinderungen der plasma- 
tischen Eigenschaften sind auBerordent- 
lich verwickelt und im einzelnen noch 
keineswegs so genau bekannt, um fiir 
jeden Fall zutreffende Voraussagen fiir 
das zu erwartende Ergebnis machen 
zu kénnen. Wir wollen hier auf eine 
eingehendere Auseinandersetzung mit 
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Abb. 1. Harnstoffpermeabilitat der Epi- 

dermiszellen von Syringa vulgaris nach 

Behandlung von Schnitten ( 

intakten Blaittern (————) mit Li- und 
K-Salzen steigender Konzentration. 


Abb. 2. Harnstoffpermeabilitaét von Buxus 
sempervirens. Signaturen wie in Abb. 1. 


den diesbeziiglichen Fragen verzich- 
ten und uns wieder auf einen Ver- 


gleich der Wirkungen von Salzen ein- 
wertiger Kationen (Chloride) auf plasmatische Eigenschaften (insbeson- 
dere der Harnstoffpermeabilitét) der Epidermiszellen vorbehandelter 
Schnitte einerseits und intakter Blatter andererseits beschranken. 
Vergleichen wir zunichst die Plasmolysezeiten bei Syringa vulgaris. 
Zur Abrundung von 50% der Zellen werden bend6tigt : 


Schnitte intakte Blatter 


mit n/10 Salzlésungen vorbehandelt 
11," 4’ 
3’ 25’ 


Li 
K 


Ks ist auffallend, wenngleich auf Grund der bei den pH-Reihen gemach- 
ten Erfahrungen kaum mehr sehr iiberraschend, daB die ,,Spreizung“* der 
einzelnen Werte fiir K und Li bei den ,,Blattversuchen“ wesentlich gréBer 
ist als bei den ,,Schnittversuchen“. 
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Dieselbe Erscheinung kehrt auch in der Harnstoffpermeabilitat wieder. 
In den beiden folgenden Abbildungen sind die Plasmolysegrade der Epider- 
miszellen vorbehandelter Schnitte nach 30 Minuten Deplasmolyse in 2 
Harnstofflésung (gestrichelte Linien) und die intakt vorbehandelter Blat- 
ter nach 50 Minuten (ausgezogene Linien) fiir Syringa vulgaris (Abb. 1) und 
Buxus sempervirens (Abb. 2) bei verschiedenen Salzkonzentrationen dar- 
gestellt. Wir erkennen zuniachst, daB die Harnstoffpermeabilitét mit zu- 
nehmender Salzkonzentration ansteigt, wie dies auch fiir die Wasserpermea- 
bilitat bekannt ist (de Haan 1935, Seemann 1953). Ferner ist wieder 
die héhere Harnstoffpermeabilitaét vorbehandelter Schnitte zu erkennen, 
desgleichen (besonders bei Syringa) die gréBere Spreizung der Ionenwir- 
kung in den héheren Konzentrationen bei den intakt vorbehandelten Blat- 
tern. Es wiirde uns zu weit in die Erérterung reiner Permeabilitatsfragen 
fiihren, wollten wir untersuchen, warum die permeabilititssteigernde Wir- 
kung des Lithiumions bei Buxus nur auf die niedrigen Konzentrationen be- 
schrankt ist, bei Syringa dagegen Li die Permeabilitaét iiber den ganzen 
Konzentrationsbereich gegeniiber K erhéht und sich nur in der n/10 Lé- 
sung eine ahnliche Uberschneidung andeutet. Dieser Frage soll in anderem 
Zusammenhang naher nachgegangen werden, wir werden aber einer ahn- 
lichen Umkehrung des Verhialtnisses der Wirkungen von Li und K auch in 
der naichsten Versuchsreihe wieder begegnen. Es erscheint uns aber sehr 
wesentlich, da8 aihnliche Umkehrungen der Lonenwirkungen in Abhingig- 
keit von der Konzentration auch bei der Kutikulartranspiration zu beob- 
achten sind. In untenstehender Tabelle sind zum Vergleich einige Werte 
der Kutikulartranspiration nach Behandlung der Blatter mit Salzlésungen 
(Kutikulartranspiration der mit Kaliumsalz behandelten Blatter = 100 
gesetzt) den nunmehr beobachteten Verinderungen der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit nach Vorbehandlung in den gleichen Lésungen gegen- 
iibergestellt. 

Tabelle 8. 
Syringa vulgaris 
n/300 n/10 


Plasmolysegrad rel. Kutikular- Plasmolysegrad rel. Kutikular- 
nach 50’ transpiration nach. 50’ transpiration 


Bas can eee 0,69 108 1,00 92 
Wile ena ctsict4 0,64 100 0,69 100 
Buxus sempervirens 
n/300 n/10 


Plasmolysegrad rel. Kutikular- Plasmolysegrad rel. Kutikular- 
nach 15’ transpiration nach 15’ transpiration 


eer: 0,95 89 0,92 189 

 eeeraars 0,90 100 0,97 100 

(Werte fiir die Kutikulartranspiration vgl. Hartel 1951, S. 115 f.) 
Pp g 


Wir entnehmen dieser Tabelle, daB die konzentrierteren Losungen sowohl 
Kutikulartranspiration wie Harnstoffpermeation bei Buxus mit umge- 
kehrter Lonenfolge beeinflussen wie bei Syringa; ferner ist bei Buaus die 
Ionenfolge bei der héheren Konzentration der Salzlésungen gerade umge- 
kehrt wie in den verdiinnteren Lésungen, wobei wiederum Kutikular- 





Uber Permeabilitatseigenschaften der pflanzlichen Kutikula 311 


transpiration und Plasmapermeabilitaét (nb. nur nach Kinwirkung auf ganze 
Blatter!) in gleicher Weise betroffen sind. Bei Syringa finden wir wohl 
keine derartige vollkommene Parallele, doch fallt die Umkehrung der 
Kutikulartranspiration mit der auBerordentlich starken Spreizung der 
Ionenwirkung auf die Permeabilitaét zusammen. Denn sowohl die Um- 
kehrung der Ionenreihe der Kutikulartranspiration als auch die Zunahme 
der Spreizung der Ionenwirkung auf die Permeabilitaét liegt bei Syringa 
zwischen n/100 und n/10 Lésungen; Bei Buaus kehren die Ionenfolgen 
bei einer Konzentration um 7/30 um, wobei auch bei n/100 noch kein groBer 
Unterschied in der Intensitaét der Kutikulartranspiration besteht. Ob wir 
die geringe Verschiedenheit der Plasmolysegrade im gleichen Bereich (vgl. 
Abb. 2) damit parallelisieren diirfen, bleibe dahingestellt; allzuweit darf 
der Vergleich wohl nicht getrieben werden. Immerhin diirften noch die 
vor allem angesichts der auf methodisch vdéllig verschiedenen Wegen er- 
haltenen weitgehenden Ubereinstimmungen zu dem Schlusse berechtigen, 
daB beide GréBen, Kutikulartranspiration und BeeinfluBbarkeit des Proto- 
plasten durch die Kutikula hindurch, von der gleichen Ursache verindert 
werden. 
Ionenreihen bei verschiedener Reaktion 


Als besonders auffalliges Ergebnis ist in unseren friiheren Untersuchun- 
gen der Kutikulartranspiration die Umkehrung der Ionenreihen beim Uber- 
gang von saurer zu alkalischer Reaktion der Lésungen, in die die Blatter 
eingetaucht worden waren, festgehalten worden. Es miiBte nun fiir die 
Stichhaltigkeit unserer Vorstellungen von besonderer Bedeutung sein, 
wenn sich Entsprechendes auch bei der Beeinflussung der Protoplaste 
durch die Kutikula hindurch nachweisen lieBe. Wenn auch bislang nur 
eine diesbeziigliche Versuchsreihe vorliegt, so weist diese ganz in die gleiche 
Richtung, weshalb sie der Vollstandigkeit halber hier angefiihrt sei. Die 
Salzl6sungen wurden bei diesen Versuchen mit Phosphatpuffern auf pH 4, 
7 und 9 eingestellt und im iibrigen ganz so verfahren wie bei den iibrigen 
Versuchen. Die geringen, durch die Pufferlésungen auch in die iibrigen 
K-freien Lésungen eingebrachten Kaliummengen muBten dabei in Kauf 
genommen werden, sie diirften aber, wie ein Blick auf die Konzentrations- 
versuche (Abb. 1 und 2) lehrt, in Anbetracht der hohen Salzkonzentrationen, 
mit denen die Lonenreihen hergestellt wurden, ohne wesentlichen Belang sein. 


Tab. 9. Ionenreihen der Harnstoffpermeabilitat bei verschiedener Reaktion der Lésungen. 
(Plasmolysegrade nach 30’.) 
a) Syringa vulgaris, Schnitte vorbehandelt 
pH 4 pH 7 pH 9 
Li... .0,86 0,90 0,69—0,9 
Na...0,87 0.85 0,66 
K....0,81 0,75 0,68 


Desgl., intakte Blatter vorbehandelt 
Li... .0,67 0,68 0,64 
Na...0,70 0,57 0,63 
K....0,80 0,52 0,59 
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b) Buxus sempervirens, Schnitte vorbehandelt 
pH 4 pH 7 pH 9 
Li.0,75—1,00 0,90 0,60—0,80 
Na0,95—1,00 0,93 — 
Ki. 3300 0,95 1,00 


Desgl., intakte Blatter vorbehandelt 
Li... .0,93 0,84 0,83 
Na...0,83 0,81 0,85 
K....0,86 0,92 0,84 

Wir finden zunichst die im vorigen Abschnitt getroffenen Feststellungen 
(umgekehrte Lonenfolge bei Syringa und Buxus, raschere Deplasmolyse bei 
den Schnittversuchen) bestitigt. Fassen wir zunachst Syringa ins Auge, 
so sehen wir, daf die Harnstoffpermeabilitat bei den Schnittversuchen in 
Ubereinstimmung mit den Versuchen des vorhergehenden Abschnittes 
sowie den Angaben der Literatur (de Haan 1933, Schmidt 1936) mit der 
Hydratisierung der Ionen zunimmt. Dies gilt fiir alle untersuchten pH- 
Stufen. Diese Ionenreihe des Schnittversuches (Li > Na > K) stimmt mit 
der Reihe, die im Blattversuch im neutralen Bereich erhalten wird, iiberein. 
Im sauren Bereich hingegen kehrt sich die Reihe in K < Na < Li um, 
wobei wiederum auch die Ionenspreizung erheblich zunimmt. (Eine ahnliche 
Zunahme der Ionenspreizung ergibt sich auch im neutralen Bereich, wenn 
man die verschiedenen durchschnittlichen Plasmolysegrade mit beriicksich- 
tigt.) Bei Buxus finden wir beim Blattversuch im neutralen Bereich die gleiche 
Reihe, wie sie in den Schnittversuchen in simtlichen pH-Stufen, allerdings 
mit umgekehrten Vorzeichen wie bei Syringa, auftritt; aber auch hier kehrt 
sich in pH 4 diese Lonenfolge sowohl gegeniiber dem neutralen Bereich wie 
auch gegeniiber der entsprechenden Reihe des Schnittversuches um. 

Damit ist mit voéllig anderer Methodik eine ahnliche Umkehrung der 
Ionenwirkungen nachgewiesen, wie sie auch fiir die Kutikulartranspiration 
besteht. Daraus darf aber wohl der Schlu8 gezogen werden, daf sowohl 
fiir die Beeinflussung des Plasmas intakter Blatter als auch der Kutikular- 
transpiration durch von aufen applizierte Lésungen die gleichen Ursachen 
maBgebend sein diirften. 

Im alkalischen Bereich ist die lonenwirkung beim Blattversuch entweder 
ahnlich wie beim Schnittversuch, nur deutlich abgeschwacht (Syringa) 
oder sie bleibt itiberhaupt aus, wie dies bei Buxus der Fall ist. Wir diirfen 
dies wohl mit der gleichen Erhéhung der Diffusionswiderstiinde in Zusam- 
menhang bringen, die sich schon aus den Versuchen mit den reinen Puffern 
(Tab. 3—6) ergeben hat und die auch in der Verminderung der Kutikular- 
transpiration in diesem Bereich ihren unmittelbaren Ausdruck findet. Die 
Wasserstoffionenkonzentration iiberdeckt offenbar die Wirkungen der 
Alkalimetallionen, wofiir auch die im allgemeinen stirkeren Permeabili- 
tatsunterschiede zwischen pH 7 und 9 sprechen. Auch in den iibrigen pH- 
Stufen wird es zu einer Art Konkurrenz der H- und der Alkaliionen auf Blatt 
und Protoplasma kommen, wodurch die pH-Abhangigkeit der Permeabili- 
tatsinderungen in den gepufferten Salzlésungen wesentlich verwickelter 
wird als in den reinen Puffern. Eine eingehendere Analyse dieser an sich 
interessanten Fragen ist indes fiir unser Problem nur von geringerem Wert. 
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SchluBbesprechung 


Aus den hier dargestellten Versuchen ergibt sich zunichst die Feststel- 
lung, daB die Protoplasten der Epidermiszellen von Syringa vulgaris und 
Buxus sempervirens bei Behandlung der intakten Blatter mit Puffern ver- 
schiedener cH oder mit Lésungen von Salzen verschiedener Kolloidaktivitat 
(,,.Kintauchversuche“) qualitativ wie quantitativ anders beeinfluBt werden, 
als dies bei Einwirkung der gleichen Lésungen auf Blattflachenschnitte 
(,,Schnittversuche‘‘) der Fall ist. In quantitativer Hinsicht ist die Amplitude 
der Harnstoffpermeabilitaét bei den Blattversuchen zumindest im neutralen 
und auch im sauren Bereich wesentlich gréBer, die Ionenspreizung wird 
bei Einwirkung der Lésungen durch die Blattoberflaiche hindurch erheb- 
lich vergréBert. 

Wenn auch bei derartigen Vergleichen beriicksichtigt werden muB, 
daB sich die Zellen bei den beiden Versuchsanstellungen in einem. ver- 
schiedenen physiologischen Zustand befinden, so miiBte doch erwartet 
werden, daf die Behandlung ganzer Blatter eher zu gleichmaBigeren Wer- 
ten und geringeren Unterschieden fiithren miiBte. Eine unveranderliche 
Epidermis-AuBenwand miBte infolge der hohen Diffusionswiderstinde die 
Ionenwirkungen auf die Protoplasten eher abschwichen, wihrend das 
Plasma durch die Schnittfiihrung und die damit verbundene Reizung in 
ein empfindlicheres Stadium versetzt sein diirfte. Da aber gerade das 
Gegenteil der Fall ist, muB ein auBerhalb des Cytoplasmas gelegener Fak- 
tor eine wesentliche Rolle spielen. 


Die qualitativen Verschiedenheiten werden vor allem an Hand der Ver- 
ainderung der Harnstoffpermeabilitét und der Plasmolysezeit im alkalischen 
Bereich und der Umkehrung der Ionenreihen im-sauren deutlich. Wahrend 
bei Einwirkung der Puffer auf Schnitte die Plasmolysezeit im alkalischen 
Bereich zunimmt und sich den Werten der unbehandelten Kontrolle na- 
hert, sinkt bei Behandlung ganzer Blatter die Plasmolysezeit in auffalliger 
und signifikanter Weise ab (Tab. 7). Der Anstieg der Harnstoffpermeabili- 
tat mit der Zunahme des pH-Wertes wird beim Blattversuch im Neutral- 
punkt unterbrochen, so daB eine Maximumkurve entsteht (Tab. 3—6). Die 
hauptsachlichsten Unterschiede treten hier also im alkalischen Bereich auf. 


Ks ist eine allbekannte Tatsache, daB Vorwisserung die Abrundung der 
Protoplaste erleichtert und auch deren Harnstoffpermeabilitaét erhdht. 
Auch aus unseren Versuchen geht durchweg die raschere Deplasmolyse 
der Versuchsreihe I (Schnittversuch) hervor. Man kann ferner beobachten, 
daB sich die Protoplaste ungewasserter Buxus-Schnitte zuniaichst vorwie- 
gend konkav, diejenigen gewasserter Schnitte dagegen sofort iiberwiegend 
konvex abheben; Blatter, die mit Puffern von pH 4 vorbehandelt worden 
waren, plasmolysieren durchweg zunichst konkav, Blatter aus pH 7 plas- 
molysieren zu 60% konvex und solche aus pH 9 dagegen nur mehr zu 30% 
30°/, konvex. Die EpidermisauBenwand scheint demnach im neutralen 
Bereich eine maximale Durchlassigkeit zu besitzen, wodurch nicht nur 
die Kutikulartranspiration maximal wird (Hartel 1951), sondern auch 
die Protoplaste in einer Weise beeinfluBt werden, die einer starkeren Vor- 
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wisserung analog ist. Noch unveréffentlichte Versuche Krapfs, die eine 
Erh6éhung der Kutikulartranspiration nach Wasserung der Blatter bzw. nach 
Regen ergeben haben, fiigen sich gut in diese Vorstellung ein. Ob ein der- 
artiger ,, Wiisserungseffekt‘‘ zur Erklairung allein ausreicht oder ob, was wahr- 
scheinlicher ist, im Zusammenhang damit auch noch andere Umstiinde, wie 
Auswaschung von Salzen, Verainderung des Ionenmilieus usw., dabei mit 
eine Rolle spielen, bleibe vorlaufig dahingestellt. 

Mit einer Verringerung der Durchlassigkeit der EpidermisauBenwand 
durch Veranderung der pH-Werte steht auch die geringe Ionenspreizung 
beim Blattversuch in alkalischer Reaktion (vgl. Tab. 9) in guter Uberein- 
stimmung. Dies spricht dafiir, daB die Kutikula in diesem pH-Bereich offen- 
bar soweit undurchlassig geworden ist, daB die Beeinflussung des Plasmas 
durch die Ionen sehr erschwert wird; dies deckt sich wieder ganz mit dem 
aus dem Verhalten der Plasmolysezeit gezogenen SchluB. In diesem Zu- 
sammenhang erscheint es nicht unwesentlich, daf die Plasmolysegrade der 
Blattversuche, selbst wenn sich die Ionenreihen im sauren Bereich um- 
kehren (vgl. Tab. 9), simtlich unterhalb der der Schnittversuche liegen. 
Die beobachteten Unterschiede lassen sich daher ohne besondere Schwie- 
rigkeiten auf Erschwerungen der Durchlassigkeit der EpidermisauBenwinde 
erklairen; selbst bei den starker streuenden Werten der Buxus-Reihe (scha- 
digende Wirkung der sauren Puffer?) lassen sich die Werte der Blattver- 
suche innerhalb bzw. unterhalb der Streuung der Blattversuche einordnen. 

Die Wasserpermeabilitat des Plasmas der Epidermiszellen ist, wie be- 
reits ausgefiihrt wurde (S. 304), viel zu groB, um die Widerstande der Epi- 
dermisauBenwand merklich verandern zu kénnen. Ein unmittelbarer Ein- 
fluB der Wasserpermeabilitat auf die Hohe der Kutikulartranspiration 
darf daher ausgeschlossen werden. Da die auBerliche Applikation der Puffer- 
und Salzlésungen sowohl Kutikulartranspiration wie auch das Epidermis- 
plasma im gleichen Sinne und bis in viele Einzelheiten iibereinstimmend 
beeinflussen, wobei sich eindeutige Verschiedenheiten zum Ausfall der je- 
weiligen Kontrollen an Schnitten ergeben, muB wohl der erste Angriffspunkt 
der Lésungen unmittelbar in der Kutikula (oder auf in diese eingelagerte 
Stoffe) zu suchen sein. Das Verhalten der Kutikula gegeniiber quellungs- 
aindernden Agenzien bestatigt sowohl fiir die Kutikulartranspiration wie 
fiir die hier geschilderten Versuche, daB die Durchlassigkeitsanderungen 
mit den Hydratationsinderungen in Zusammenhang stehen; mit verstark- 
ter Hydratation (saure oder alkalische Reaktion, Einwirkung quellungs- 
fordernder Ionen) nimmt die Durchlassigkeit der Kutikula offenbar ab, die 
Kutikulartranspiration sinkt. Dieser der Hydratation inverse Verlauf der 
Durchlassigkeit spricht anderseits wiederum fiir unsere bereits friiher vor- 
getragene Auffassung, daB die Hydratationsanderungen in engen Poren 
vor sich gehen (Hartel 1951). Die Existenz derartiger Poren belegen nicht 
nur elektronenmikroskopische Bilder (Mueller, Carr und Loomis 1954), 
sie scheint auch durch die fluoreszenzoptisch nachgewiesenen Ausbliihun- 
gen von Salzen resp. Farbstoffen an der Kutikula (Rouschal-Strugger 
1940) sowie durch die heute gleichfalls gesicherte Tatsache der kutikularen 
Rekretion (Frey-Wyssling 1935, vgl. auch Schoch 1955) bestitigt. 
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Damit diirfte aber die von uns 1951 gewahlte Bezeichnung ,,Kutikular- 
typ“ fiir die den Hydratationsiinderungen antibat verlaufenden Durch- 
trittswiderstiénde zu Recht bestehen. Welche Stoffgruppen hiefiir verant- 
wortlich sind, kann heute nicht gesagt werden; sicher ist, daB es nicht das 
Cytoplasma sein kann. 

Die geradezu erstaunlichen Ubereinstimmungen eréffnen nun die inter- 
essante Moglichkeit, die Kutikeln verschiedener Pflanzen und Pflanzen- 
typen vergleichend zu untersuchen und physiologisch zu charakterisieren. 
So haben schon die vorliegenden Versuchsreihen erhebliche Unterschiede 
zwischen Syringa und Buxus ergeben. Wir erinnern ferner an das Beispiel 
von Tilia (Hartel 1947), deren Kutikulartranspiration zum Unterschied 
von den iibrigen daraufhin untersuchten Pflanzen sich im alkalischen Be- 
reich nicht verminderte; auf Grund der nunmehr vorliegenden Resultate 
ist dies mit einer nur geringen Fahigkeit zu einer Durchlassigkeitsvermin- 
derung im alkalischen Bereich erklarbar. Wir erinnern uns auch an die 
Angaben Kamps (1930), daB die Dicke der Kutikula keineswegs mit den 
durch sie eingeschalteten Widerstanden korreliert. Dabei bietet aber die 
hier angedeutete und zweifellos weiter ausbaufaihige zellphysiologische 
Methodik gegeniiber unmittelbaren Transpirationsbestimmungen den groBen 
Vorteil, nicht nur Ober- und Unterseite der Blatter ohne lastiges und keines- 
wegs indifferentes Verschmieren der anderen Blattfliche zu erfassen, sondern 
auch allfalligen St6rungen durch wenn auch nur geringe Spaltendffnungen 
beim Welken (Weber) der Blatter mit Sicherheit zu vermeiden; schlieBlich 
diirften auch vergleichende Untersuchungen an verschiedenen Partien ein 
und desselben Blattes méglich sein. Diesbeziigliche Untersuchungen sind 
in Angriff genommen. 


Zusammenfassung 


1. Die Wasserpermeabilitét der Protoplasten der Epidermiszellen von 
Syringa vulgaris und Buxus sempervirens ist um etwa zwei Zehnerpotenzen 
hdher als die Durchlassigkeit der Kutikula, sie kann also fiir die Hohe 
der Kutikulartranspiration nicht bestimmend sein. 

2. Plasmolysezeit und MHarnstoffpermeabilitét der Epidermisproto- 
plaste werden bei Einwirkung von Lésungen verschiedener cH bzw. von 
Salzen verschiedener Kolloidaktivitat (Hofmeistersche Lonenreihen) in 
anderer Weise beeinfluBt, als wenn die gleichen Lésungen auf die Ober- 
flache intakter Blatter einwirken. Es kommt dabei nicht nur zu einer ver- 
groBerten Amplitude der Veranderungen bzw. der Ionenspreizung, sondern 
u. U. auch zur Umkehrung der Ionenreihen. 

3. Die bei Einwirkung der Lésungen auf intakte Blatter verursachten 
plasmatischen Veranderungen gehen bis in viele Einzelheiten mit den friiher 
(Hartel 1951) beobachteten Veranderungen der Kutikulartranspiration 
parallel und lassen sich wie diese mit Durchlassigkeitsinderungen der Kuti- 
kula erklaren. 

4. Diese Anderungen werden durch direkte Einwirkung der Lésungen 
auf die Blattoberflache und keinesfalls auf dem Umwege iiber das Cyto- 
plasma der Epidermiszellen verursacht. 
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Little is known about the aging of cells. In some instances morphological 
changes have been shown to occur. But we know scarcely anything about 
how the physiological behavior of a cell changes as it grows old, or what 
happens to the protoplasmic colloid in the course of senescence. 

Some cells age much more rapidly than others. Human muscle cells and 
human brain cells can live as long as man himself. But there is no easy way 
of studying these cells in the living condition. On the other hand some marine 
egg cells provide ideal material for the physical study of the living colloid. 
These cells age very rapidly and it could well be argued that the aging pro- 
cess in them is not at all a typical one, comparable to the aging that occurs in 
brain or muscle cells. To this objection there is no very satisfactory answer. 
All one can say is that the marine eggs do change with time and do die as a 
result of such change. 

Apparently, an important aspect of the aging of protoplasm is the change 
in its relation to calcium. This is indicated by various bits of evidence 
(see Heilbrunn 1952). But exactly how does the relation to calcium change 
as the cell grows older? In the work that is now to be reported there is 
indeed an indication of what actually occurs. 

The egg of the worm Chaetopterus is especially valuable for a study of the 
colloidal changes in protoplasm. For in this egg it is possible to study the 
physical properties of the protoplasm in the cell interior and also the physical 
properties of the protoplasm in the cell cortex. Indeed it is rather a simple 
matter to determine with reasonable accuracy the viscosity of the protoplasm 
in the cell interior, and it is also not difficult to measure quantitatively the 
rigidity of the thin cortical layer that surrounds the cell. The methods 

1 This investigation was supported by a research grant from the National Cancer 
Institute, National Institutes of Health, Public Health Service. The work was done 
at the Marine Biological Laboratory, Woods Hole, Mass. 
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employed have been described in earlier publications from this laboratory 
(see, for example, Heilbrunn and Wilson 1948, Heilbrunn 1950, 
Wilson 1951, Heilbrunn 1956). 

Beyond any doubt the cortex is a very important part of the cell. Con- 
stituting a membrane surrounding the interior protoplasm, it almost 
certainly plays some part in determining the osmotic behavior of the cell, 
and indeed there is evidence that although ions may speedily find their 
way into the cortex, they have difficulty in passing through it (for evidence 
in support of this statement, see Heilbrunn 1952). Also the cortex may 
be highly significant in determining regional differences in the protoplasm, 
for the interior granules of an egg cell may be shifted without changing 
the course of embryological development, but if the cortex is disturbed, the 
egg does not appear to be able to develop properly (Wilson and Schub 
1953). 

The rigidity of the cortex can be studied quantitatively by determining 
the amount of centrifugal force necessary to dislodge from it most of the 
granules it normally contains. In the course of various studies on cortical 
rigidity, it was found that this rigidity changed with time. Accordingly, 
measurements were made of the rigidity of the cortex at various times 
after Chaetopterus eggs were removed from the ovary. In these studies, the 
eggs were washed in several changes of sea water by decanting the dish in 
which they were contained. The dish was kept in a constant temperature 
bath at 21°C. 

In our measurements of rigidity, a hand centrifuge was used. When the 
handle of this centrifuge was turned at the rate of one turn per second, the 
centrifugal force developed was approximately 8800 times gravity. If the 
handle was turned at the rate of one turn in every 2 seconds, the centrifugal 
force was only one-fourth as great, that is to say, 2200 times gravity. In 
the table that follows, the number of times the handle was turned in 60 
seconds is given as a measure of the centrifugal force. Actually, in order 
to compare the centrifugal forces developed, these numbers must be squared 
and this should be remembered in interpreting the tables. Instead of per- 
forming this squaring operation, it was thought advisable to present the data 
in the form they were obtained. This perhaps gives a better understanding 
of the relative accuracy of our values. The work was done in collaboration 
with Dr. Walter L. Wilson and the actual determinations were made by both 
of us. Table 1 shows 3 sets of values for the changes in the rigidity of the 
cortex of Chaetopterus eggs with the lapse of time. We obtained other sets 
of values, and these are entirely consistent with those presented in the table. 
However, they are not as complete as the ones given. 

The results show clearly that the rigidity of the cortex decreases progres- 
sively with time. After 24 hours, the cortex is only one-fourth as rigid as it 
was originally. 

Earlier work (Wilson and Heilbrunn 1952) has indicated that the 
rigidity of the cortex of Chaetopterus eggs depends on the presence of cal- 
cium in the cortical protoplasm. Is the decreased rigidity that accompanies 
the aging process due to a loss of calcium from the cortex? Indirect evi- 
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dence suggests that this is indeed true. When calcium is released from the 
cortex of a cell and enters the interior protoplasm, it causes first a slight 
decrease in the viscosity of this protoplasm, and then as more calcium 
enters, the protoplasm undergoes a clotting reaction (for discussion see 
Heilbrunn 1952). An attempt was made to determine the viscosity of the 
interior protoplasm at various times following the entrance of the eggs into 
sea water. Our first results did seem to show after a few hours, the proto- 
plasm becomes somewhat less viscous. But these determinations are un- 
trustworthy, for they depend on the movement of granules through the 
very fluid protoplasm of the cell interior. And as the eggs stand for a long 
time, the granules tend to move under the influence of gravity. This of 
course would tend to obscure measurements of viscosity made with the cen- 
trifuge method. Accordingly, in order to prevent the effect of gravity, we 
placed the eggs in a cylinder on a slowly rotating wheel, and then made 
determinations of the viscosity of these eggs on which gravity could scarcely 


Table 1. Effect of age on the rigidity of the cortex of Chaetopterus eggs. 
The values for rigidity represent the rate of turning necessary to dislodge granules 
from the cortex. See text. 
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have any effect. In this case also, the viscosity of the protoplasm decreased 
after several hours, but these results also are questionable, for the rotation 
of the eggs may very well in itself have had a liquefying effect on the cortex, 
and such a liquefaction might release a small amount of calcium to the 
interior. 

However, one thing is certain. After 24 hours, the eggs always showed 
numerous vacuoles in the interior. This vacuolization reaction, so charac- 
teristic of many types of protoplasm (see Heilbrunn 1956) is due to the 
entrance of appreciable amounts of calcium into the cell interior. When 
vacuolization occurs in marine eggs, the cells die. Thus the death of the 
cells upon aging is almost certainly due to the release of calcium from the 
cortex to the interior, and perhaps also to the entrance of more calcium from 
the external medium. In Chaetopterus eggs, when calcium is released from 
the cortex, there is commonly an initiation of cell division (Wilson and 
Heilbrunn 1952). Should there not therefore be a tendency for cell divi- 
sion to occur when the cells age? As matter of fact, if Chaetopterus eggs are 
allowed to stand in sea water for 24 hours, many of them do divide. These 
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divisions are abnormal, but they do occur in a high percentage of the eggs. 
Indeed, the Chaetopterus egg shows a strong tendency for natural partheno- 
genesis, a fact which was noted in 190% by Loeb. 

The question may well be raised as to what extent bacteria are respon- 
sible for the changes that occur in aging Chaetopterus eggs. There is no 
doubt but that marine eggs survive longer when they are kept under sterile 
conditions (Gorham and Tower 1902; Tyler, Ricci and Horowitz 1938; 
Schechter 1941), although even under sterile conditions, degenerative 
changes do occur. It is hard to believe that the loss of rigidity in the cortex 
of Chaetopterus eggs and the subsequent change in the interior are due to bac- 
terial. action. For, the changes that occur are remarkably consistent from 
experiment to experiment, and the changes begin to appear soon after the 
eggs are exposed to sea water. In one experiment, we studied aging in the 
presence of antibiotics which presumably should have kept the concentration 
of bacteria low. In this experiment, 10 y of penicillin and 10 y of chloro- 
mycetin (chloramphenicol) were added for each ml. of sea water. In this 
case the rigidity of the cortex, originally determined as being 51, decreased 
to a value of 19 after the eggs had been in the sea water containing the 
antibiotics for 18 hours. Eggs of the same lot which had been in sea water 
without the antibiotics had a rigidity only very slightly lower. Moreover, 
the antibiotics did not prevent the appearance of vacuoles in the proto- 
plasm. If eggs in tightly stoppered vials are allowed to age in the presence 
of 0.01 MKCN (adjusted to pH 8), the liquefaction of the cortex is much 
retarded. This may in part be due to a bactericidal action of the cyanide, 
but the primary effect of the cyanide is apparently a stiffening of the corti- 
cal layer. This stiffening is even more pronounced in fertilized eggs. On the 
other hand, 0.01 M sodium azide has no such stiffening effect (on unfertilized 
eggs), and it does not prevent degenerative changes in the eggs. 

Whether or not the changes which occur in aging Chaetopterus eggs also 
occur in other types of cells is an open question. Lansing, Rosenthal and 
Kamen (1949) found that liver cells from old mice took up more calcium 
from the blood than did similar cells from young mice. On the other hand 
Weller (1955 or 1956) found no marked difference in the calcium uptake 
of homogenates from tissues of old rats as compared with the calcium uptake 
of homogenates from tissues of young, adult rats. Both results could be 
interpreted in terms of the data for Chaetopterus eggs. For if the cortex 
weakens with age, probably because of the loss of calcium from it, then 
calcium ions would penetrate the cell more rapidly, for the permeability 
of a cell for calcium is probably to a large extent determined by the amount 
of calcium in the outer membranes of the cell. 

The question might be raised as to why the eggs within the Chaetopterus 
ovary do not show senescent changes. No complete answer is at present 
forthcoming, but several factors may well be involved. For one thing the 
ovarian eggs-in Chaetopterus are immature and are in the germinal vesicle 
stage. In these immature eggs, the rigidity of the cortex can be shown to 
somewhat greater than it is after the germinal vesicle breaks down, but the 
difference is not very great. A second factor which may possibly play a role 
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is the greater acidity of the intercellular fluid in the ovary, an acidity pre- 
sumably due in large measure to the relatively high concentration of carbon 
dioxide surrounding the closely packed eggs. Acidity in the surrounding 
medium tends to prevent aging in marine eggs (Tyler and Dessel 1939). 
But very probably in the ovarian fluids there are specific substances which 
tend to keep the cortex of the egg cell rigid. Concerning such substances, 
and whether or not they exist, there is at present no information. 


Summary 


When eggs of the worm Chaetopterus age in sea water, the cortical proto- 
plasm suffers a gradual and progressive loss of rigidity, so that after 24 hours, 
only about one-fourth as much centrifugal force is required to dislodge the 
cortical granules from their position in the cortex. As the cortex liquefies, 
the interior of the cells becomes filled with large vacuoles. This vacuolization 
process is presumably due to the entrance of calcium into the cell interior. 
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Einleitung 


Die Untersuchung des Cytoplasmas scheint in den letzten Jahren etwas 
zuriickzutreten gegeniiber der seiner Einschliisse, der Plastiden und Pro- 
plastiden, Chondriosomen, Sphaérosomen. Und doch sehen wir im Bemiihen 
nach der Erforschung des Grundcytoplasmas die Hauptaufgabe der Proto- 
plasmatik. 

Vitalfarbung des Plasmas gelingt auf verschiedene Art. Am bekanntesten 
ist das Vitalfarbevermégen des undissoziierten Farbbasenanteiles unserer 
basischen Farbstoffe. Chrysoidinfarbung ist im Tageslichtmikroskop, Rho- 
daminfirbung besser im Ultraviolettlicht, Neutralrotfarbung nur im 
UV-Licht sichtbar. Die molekularen Farbbasen sind léslich in Lipoiden 
des Binnenplasmas. Die Farbungen sind reversibel, mit Wasser im Uber- 


1 Professor Dr. Friedl Weber zum 70. Geburtstag in Freundschaft und Verehrung 
gewidmet. 
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schuB geht die Farbe restlos heraus, ohne Schidigung zu hinterlassen. Die 
mit der Farbspeicherung einhergehenden physiko-chemischen, reversibel 
verlaufenden Verinderungen, wie Viskosititsabnahme, Steigerung der 
Harnstoffpermeabilitat usw., sind von Hofmeister (1948) und Fritz (1951) 
studiert worden. 

Wir kennen nun noch einen anderen Weg zur vitalen Plasmaanfirbung, 
nimlich die Tinktion mit sauren Farbstoffen aus der Oxyfluorongruppe 
(Kuster 1926a). Schon im sichtbaren Licht lieB sich die Farbung mit Eosin, 
Erythrosin untersuchen, doch schadigen diese Stoffe das Plasma. Weitgehend 
unschadlich ist aber die Fairbung mit Fluoreszeinen; sie hat allerdings erst 
Bedeutung erlangt, seit man sich des UV-Lichtes zur Untersuchung be- 
dient hat. Das Wichtigste, was wir heute wissen, haben die Versuche von 
Schumacher (1933, 1936, 1937), Doéring (1935), Strugger (1938a) 
kennen gelehrt. Freilich ist auch hier die Forschung bald in ein spezielles 
Geleise geraten. Denn die grundlegenden Beobachtungen von Schumacher 
tiber Siebréhrenleitung, von Strugger iiber die Wanderung im Elodea- 
Blatt und das ,,Mittelrippenphinomen“ haben zu lebhafter, allzu lebhafter 
Diskussion tiber die Berechtigung gefiihrt, aus der Art der Ausbreitung des 
Fluoreszeins auf den natiirlichen Wanderweg der Assimilate zu schlieBen. 

Die eigentlich zellphysiologischen Aufgaben, die aussichtsreichen Még- 
lichkeiten, aus der Fluoreszein-Farbbarkeit auf Plasmastruktur und 
Plasmakonstitution Schliisse zu ziehen, sind dabei zuriickgetreten. Es sind 
vor allem Dorings, Struggers und Drawerts Untersuchungen, an die 
wir, die angedeuteten Arbeitsziele vor Augen, anzukniipfen hatten. 

Kine Grundtatsache war schon Forschern, die mit tierischen Geweben 
arbeiteten, aufgefallen (Ellinger und Hirt 1929) und ist von den Bo- 
tanikern stets wieder beobachtet worden: Nur lebendes Protoplasma ist 
mit Fluoreszein fluorochromierbar, totes nimmt den Farbstoff nicht an. 
Schumacher (1936) sah am uraningefarbten Plasma von Kiirbishaar- 
zellen ein ,,sofortiges AbstoBen des Farbstoffes‘‘, wenn die Zellen getétet 
wurden. Die voéllige Fluoreszenzlosigkeit abgestorbener Protoplasten ist im 
Farbebild, welches lebende pflanzliche Gewebe im UV-Licht bieten, der 
auffalligste Zug. Bei der Tinktion mit Fluoreszeinen beobachtet man dem- 
nach genau das Gegenteil wie bei der Farbung mit basischen Farbstoffen, 
indem die letzteren bekanntlich von totem, koaguliertem Plasma verstarkt 
gespeichert werden. 

Das Vermégen, Fluoreszeine aufzunehmen und anzureichern, erscheint 
also irgendwie an den konstitutionellen Zustand des lebenden Plasmas ge- 
bunden. Welcherart die Bindung zwischen Farbe und Plasma ist, ist nicht 
bekannt. Es ist auch in unseren bisherigen Versuchen noch nicht gelungen, 
dieses Ratsel aufzukliren. So wie die Plasmolysierbarkeit als Lebens- 
reaktion auf der Semipermeabilitaét des Protoplasmas beruht, muB die 
Fluorochromierbarkeit mit Fluoreszeinen durch irgendwelche physiko- 
chemische Eigenschaften des Plasmas bedingt sein, die mit dem Tode ver- 
lorengehen. Diese spezifischen Merkmale des Lebenszustandes zu erfassen 
und zu prazisieren, erscheint als ein Hauptziel der Fluoreszein-Farbestudien. 
Statt aber durch forcierte Analyse am Einzelobjekt auf dieses Ziel direkt 
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loszusteuern, schien es uns aussichtsreicher, ja zundchst noétig, die Unter- 
lagen unserer Kenntnis der Uraninwirkung durch neue Beobachtungen und 
durch vergleichende Priifung zahlreicher Objekte zu verbreitern. Nur so 
wird vorzeitige Verallgemeinerung der Erfahrungen an einer einzelnen Zell- 
sorte vermieden. 


I. Plasmafluorochromierung. Verstarkte Speicherung gequollenen 
Plasmas 


Fluoreszein ist wenig wasserléslich, seine Alkalisalze sind gut wasser- 
léslich. Uber die physikalischen Eigenschaften des Kaliumfluoreszeins und 
die ,,Inturbanz‘‘ der damit erzielten Farbung hat schon Strugger (1938a, 
S. 286) die nétigen Angaben gebracht. Wahrend die Mehrzahl der Forscher 
das K-Salz verwendeten, gab Doring (1935) der besseren Léslichkeit halber 
dem Na-Fluoreszein, dem Uranin des Handels, den Vorzug. Er hatte 
mit ungepufferter Loésung des Fluoreszein-Kaliums bei Alliwm-Zellen keine 
Farbung erhalten, da die Lésung starker alkalisch reagierte als die des 
Uranins und die Fluoreszeine wie bekannt als saure Farbstoffe aus saurer 
Lésung besser Aufnahme in den lebenden Protoplasten finden. Zwar laBt 
sich diesem Ubelstand leicht abhelfen durch Phosphatpufferung, wie sie 
seit Strugger (1938a) angewandt wird?. Auch Schumacher, der in seiner 
Ausgangsarbeit (1933) tiber die Siebréhrenwanderung das K-Fluoreszein 
verwendet hatte, hat dann in seiner zellphysiologisch wichtigen Studie an 
Cucurbita-Haaren (1936) der genaueren Dosierbarkeit halber das Uranin 
beniitzt, ,,obwohl dieses Na-Salz vielleicht nicht ganz so unschidlich wie 
meine K-Verbindung ist“ (S. 308). Wir wahlten fiir die vorliegende Studie 


das Uranin, um unsere Beobachtungen mit denen Doérings und Schu- 
machers direkt vergleichbar zu machen. Als vorziigliches Versuchsobjekt 
hat Déring die zellphysiologisch am besten bekannten Alliwm-cepa-Innen- 
epidermen verwendet. 


a) Allium-Zellen 


Unsere Versuche fanden im Juni und Juli 1953, dann wieder im Juli 1955 
und Oktober/November 1955 statt. Wir verwendeten einerseits ungepuf- 
ferte Uraninlésungen in reinem, glasdest. Wasser, weiterhin meist phosphat- 
gepufferte Lésungen, wobei sich die pH-Stufe um 4,8, die einfach mit 
m/150 KH,PO, hergestellt wird, vorziiglich eignet, wenn nicht besondere 
Versuchsziele zur Anwendung pH-gestufter Farbbadreihen notigen. 


2 Nach orientierenden pH-Messungen mit dem Lautenschlager-Ionometer, die 
Herr Dr. Kinzel freundlich fiir uns ausfiihrte, verschiebt geléstes Na-Fluoreszein 
auch die Reaktion der Pufferlésung nach alkalischer Richtung: 


1: 10.000 in 
1: 1.000 in 
1: 10.000 in m/150 KH,PO, 
1: 1.000 in m/150 KH,PO, 
m/150 KH,PO, ohne Farbstoff 
Im folgenden bedeutet z. B. die Angabe pH 4,8 durchwegs nur: im Puffer vom 
Durchschnittswert pH 4,8 (d.h. in m/150 KH,PO,) gelést. 


Uranin (Bayer) 
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Zunachst wurden im Juni 1953 Priiparate von der 3. Schuppe junger, 
dem Beet entnommener Zwiebeln in Wasser entliiftet und ins Farbbad 
gebracht (dazu vergleichbare Stufenschnitte von der AuBenepidermis); 
Innenhautchen ruhender Zwiebeln verhielten sich ahnlich. Esist bekannt, daB 
Fluoreszeine in weitem Konzentrationsbereich (1:50.000 bis 1: 500) das Plas- 
ma der Zwiebelzellen 
vital fluorochromieren. 

Wir arbeiteten meist 

mit den Konzentratio- 

nen 1:1000, 1:2000, 

1:5000 und 1:10.000. 

Das Material verhielt 

sich typisch. In den 

Innenhiautchen wurde 

stets das wandstandige 

Plasma der gesunden 

Zellen griin durchflu- Abb. 1. Allium cepa, Schuppen-Innenepidermis, 6 Minuten 
orochromiert, der Zell- in 1:2000 Uranin, pH 4,8, fluorochromiert, dann in 
kern in griiner Farbe 9,7 mol Traubenzucker plasmolysiert. (Dr. W. Url phot.) 
sichtbar gemacht, Zell- 

wand und Vakuolen blieben ungefairbt und dunkel im UV-Licht. Oft ist 
Strémung im tingierten Plasma sichtbar. 

Bei nachtriglicher Behandlung mit 0,8 mol Traubenzucker tritt tiberall 
Plasmolyse ein. Sie ist 
meist kleinbuchtig-kon- 
kav und bleibt so zur 
Zeit, wenn ungefarbte 
Schwesterschnitte be- 
reits konvexe Rundung 
annehmen (Abb. 1). 
Nach Weber (1924, 
1925, 1929) ist daraus 
zu schlieBen, daB die 
Viskositaét des uranin- 
beladenen Plasmas und 
folglich sein Haftver- 
mdégen an der Zellwan- 

dung wesentlich erhéht 

Abb. 2. Allium cepa wie Abb. 1. Tote Zellen dunkel. Der ist, wogegen Vitalfar- 

Raum, den die sekundir abgestorbenen Protoplaste ein- bung des Cytoplasmas 

nehmen, erscheint noch dunkler. mit elektroneutralen 

basischen Farbstoffen 

sich umgekehrt in Viskositatsverminderung und erleichterter Konvexrundung 
auszuwirken pflegt. 

DaB das Plasma toter Zellen die Aufnahme der Fluoreszeinlésung ver- 
weigert, ist bekannt und geht aus einer Abbildung bei Strugger (1949, 
S. 183) anschaulich hervor. Diese zeigt ein Mosaik lebender und toter 
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Zellen; die ersteren werden durch schwach saures K.-Fluoreszein stark 
plasmatisch gefarbt, die toten bleiben im UV-Licht dunkel und vdéllig un- 
sichtbar. Der Versuch ist sicher reproduzierbar. Vgl. Abb. 2. 

Wenn man die Praparate wihrend der Beobachtung im UV-Licht totet, 
so liBt sich das Erléschen der Fluoreszenz in schéner Weise beobachten. 
Allium-Hautchen waren in 0,7 mol Traubenzucker + Uranin 1:10.000, 
pH 4,8, 10 Minuten lang gefairbt. Es herrschte schwache, durchwegs kon- 
kave, ziemlich kleinbuchtige Plasmolyse, Wandplasma und Plasmafaden 
leuchteten griin, die Zellkerne noch lebhafter griin. Nun wurde 50% Al- 
kohol durchgesaugt. Zuerst wurden im Randgebiet viele Zellen dunkel bis 
auf den Kern. Einzelne Zellen blieben noch griin. In solchen schrumpften 
nach 4 Minuten manche Tonoplasten. Nach 5—7 Minuten gab es noch 
mattgriine Protoplasten. Bei rasch wechselnder Beobachtung im Hellfeld 
und UV-Licht, wie sie das Reichertsche Instrument LUX UV zuliBt, sah 
man, daB dann, wenn die scharfe AuBenkontur des Protoplasten verschwin- 
det, auch das Fluoreszenzleuchten aufhért. Wenn nur noch die Tonoplasten 
iiberdauern, erscheint ihr Inhalt schwarz, was herum ist, ist lichtgriin vom 
herausgelésten Uranin. Die Kerne erhalten ihr Fluoreszenzleuchten etwas 
langer. Noch nach 10 Minuten sind die letzten fluoreszierenden und die 
im UV-Licht erloschenen Protoplasten, wenn man auf Hellfeld umstellt, 
durch die Schairfe der Konturierung deutlich unterschieden. Die meisten 
nekrotischen Zellen enthalten konvexe Tonoplasten, deren Inhalt schwarz 
auf griinem Grunde sichtbar ist. Ein Schwesterschnitt, direkt in 50% Al- 
kohol tibertragen und dann erst im UV-Licht durchmustert, zeigte das Ab- 
sterben rascher, den Fluoreszenzverlust nach gleicher Zeit schon weiter vor- 
geschritten; die Kerne leuchten langer als der Plasmawandbelag. In 70% 
und stairkerem Alkohol spielen sich die gleichen Veranderungen rascher ab. 

Bleibt aber alles tote, uraninbehandelte Cytoplasma fluoreszenzfrei und 
dunkel im UV-Licht? — Wurden Alliwm-Praparate in uraninhiltige Trau- 
benzuckerlésung eingelegt oder die vorher tingierten Praparate in 0,8 mol 
Traubenzucker plasmolysiert, im UV-Licht beobachtet und alsdann fiir 
48 Stunden in einem Flaschchen mit iiberschiissiger, uraninfreier Trauben- 
zuckerlésung gleicher Konzentration belassen, so zeigten viele Zellen noch 
konvexe Plasmolyse, allerdings meist von verstirktem Grad, also fort- 
schreitende Plasmolyse im Sinne von de Vries (1885, 8. 567, 579). Andere 
Protoplasten waren schon ganz klein und geschrumpft. Trotzdem fluores- 
zierte im UV-Licht solches Plasma noch in schwachem Grad. Wahrend die 
normal verbliebenen Protoplasten das Uranin nach dem Zellsaft abgegeben 
hatten (vgl. Abschnitt II), hatte sich in den Schrumpfprotoplasten das 
Plasma gefirbt erhalten, wihrend der Zellsaft leer erschien. Wenn solche 
Protoplasten also im Verlauf der Nekrose ihre Semipermeabilitat verlieren, 
so kann doch das Plasma das Uranin zum Teil noch festhalten. Nicht jedes 
, nekrotische‘‘ Plasma verliert seine Fluoreszenz. 


In Praparaten, die man den Zwiebelinnenhautchen durch senkrechte 
Rasiermesserschnitte entnommen hat, zeigen stets einige schnittrandnahe 
Zellen in sichtbarem Licht Vakuolenkontraktion verschiedenen Grades 
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(Kiister 1926b). Das Plasma zwischen Zellwand und Tonoplast ist auf- 
gequollen. Déring hat (1935, 8. 422) als erster beobachtet, daB diese 
Zellen den Uraninfarbstoff besonders intensiv speichern. Wir konnten seine 
Beobachtung durchwegs bestitigen. Nach Fiarbung mit schwacheren 
Uraninkonzentrationen ist der Kontrast zwischen grell fluoreszierenden 
vakuolenkontrahierten Randzellen und den Binnenzellen mit schwach 
leuchtendem Plasma und Kern noch deutlicher. Nach kiirzerer Uranin- 
einwirkung tritt oft das Phiinomen noch besser hervor. Zahlreiche Versuche 
mit verschiedenen Zwiebeln zeigten Gleiches. Es léBt sich so anschaulich 
feststellen, daB in den kontrahierten Zellen meist der ganze Raum zwischen 
Zellwand und Vakuolenwandung vom gequollenen 
Plasma homogen erfiillt ist. 

In jedem Praparat, das vorerst in dest. H,O 
gewassert wurde oder auch nur wihrend des Farbens 
mit der wasserigen Uraninlésung in Beriihrung 
war, ist die verstaérkte Uraninspeicherung in va- 
kuolenkontrahierten Zellen zu sehen. 

Im Versuch, auf den sich Abb. 3 bezieht, wurde 
ein Schnitt voraus linger, etwa 1 Stunde in dest. 
H,O gewissert, dann 8 Minuten in 1: 10.000 Uranin, 
pH 4,8, gefairbt und nach dem nétigen Auswaschen 
im UV-Licht in H,O untersucht. Am Schnittlaings- 
rand waren drei Zellen von griinem Plasma fast 
ganz erfillt. Wir iibertrugen nach 8 Minuten in 
offenen Tropfen 0,8 mol Traubenzucker. Dem 
Plasma der leuchtenden Randzellen wurde Wasser 
entzogen, es war also noch ein semipermeables 
Plasmalemma erhalten. Das gequolleneCytoplasma 
gab osmotisch etwa drei Viertel seines Wassers ab 
und das Plasma bildete nun eine dicke Querlamelle, 
in der sich aber lebhafteste Griinfluoreszenz erhielt. 
Wahrend nach 17—19 Minuten die Skizze auf- 
genommen wurde, zeigten die intakten Zellen des Abb. 3. 
Schnittinneren normale, konkave Plasmolyse. 

Wie in Abschnitt II beschrieben, lassen uraningefairbte Priaparate den 
Farbstoff vom Plasma in den Zellsaft iibertreten, wenn man sie 8—24 Stun- 
den in farbstofffreiem H,O oder in Pufferlésung liegen la8t. Nur die va- 
kuolenkontrahierten Zellen halten den gespeicherten Farbstoff fest. Wir 
bestatigten auch hier Dérings Beobachtung, daB das gequollene Plasma 
im Gegensatz zum normalen der Zellen im Inneren des Praparates das 
Fluoreszein nicht nach der Vakuole hin abgibt. 

Auch durch Alkalisalze (KCl, KNO,) zur Quellung gebrachtes Plasma 
farbt sich mit Uranin in verstaérktem Ma’. Sehr eindrucksvoll verlaufen 
Versuche, worin die Schnitte direkt in 0,6 » KNO,-Lésung, welcher Uranin 
in tiblicher Verdiinnung zugesetzt ist, plasmolysiert werden. An geeignetem 
Zwiebelmaterial erscheint nach einigen Stunden Kappenplasmolyse so gut 
wie in farbfreier Alkalisalzl6sung. — In anderen Materialien ist das Plasma 
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gequollen, aber riiumlich nicht in den Kappen bzw. Menisken gesammelt ; 
es liegt in Form von Kliimpchen oder Kugelkalotten der Innenkontur des 
Protoplasten an. Alles solche salzgequollene Plasma zeigt im UV-Licht 
lebhafte und verstarkte Fluoreszenz gegeniiber Kontrollen, die in Zucker- 
lésung plasmolysiert worden sind. Solche Bilder wurden mehrfach im Farb- 
photo festgehalten (vgl. Héfler 1953). 

Die Tatsache ist wichtig und von Bedeutung fiir das physikochemische 
Verstindnis der Uraninbindung am Cytoplasma. Auch das salzgequollene 
Plasma vermag, wie das bei Vakuolenkontraktion in hypotonischem Me- 
dium gequollene, das Uranin verstarkt zu speichern. 

Bei Kappenplasmolyse enthalt das Plasma im Kappenraum aber auch 
, freies‘‘, osmotisch disponibles Wasser bzw. wisserige KCl-Lésung. Das 
Kappenplasma ist ja gegeniiber normalem zu verstirkter osmotischer 
Volumveranderung befahigt (vgl. z. B. Huber und Héfler 1930, 8. 424). 
Der Kappenraum enthalt KCl-Salzlésung in ziemlich hoher Konzentration 
— nach den morphologischen Kernveranderungen (Strugger 1932, S. 29, 
Héfler 1934, Bancher 1938, S. 305) geschatzt, z. B. etwa 0,3 mol nach 
langerer Alkalisalzplasmolyse in 0,6 mol. Sicherlich ist nun das Salz in den 
Plasmakappen zum Teil ionisiert. Dann folgt aber aus den Farbebildern 
zwingend, daB die Anwesenheit von Cl-Anionen die Festlegung 
des Uranins am Plasma nicht verhindert, sie nicht ,,blok- 
kiert‘’. Es wird sich somit nicht um eine elektroadsorptive Bindung des 
sauren Uraninfarbstoffs bzw. der gefairbten Anionen an positiv geladene 
innere Plasmaflichen im iiblichen Sinne handeln. — Wie leicht die durch 
die gebrauchlichen basischen Vitalfarbstoffe bewirkte elektroadsorptive Far- 
bung negativ. geladener Zellmembranen, toter Zellkerne (H6fler, Toth, 
Luhan 1949), Algengallerten (Kinzel 1953, Héfler und Schindler 1952) 
durch Salzkationen blockiert, d. h. verhindert werden kann, ist ja aus zahl- 
reichen Arbeiten bekannt. 

Wir halten also — in teilweisem Gegensatz zu der von Strugger (1938a, 
S. 364) vorgetragenen Auffassung — fest, daB die Bindung des Uranins 
im Cytoplasma nicht einfach als Elektroadsorption von Farbanionen an 
positiv geladenen Oberflichen verstanden werden kann. 

Wie die Fluoreszein-Fiarbbarkeit des lebenden Cytoplasmas vom pH-Wert des Farb- 
bades abhingt, ist fiir das K-Fluoreszein schon von Strugger (1938a, S. 254—258) 
geprift worden. Der saure Farbstoff wird, im Einklang mit der Betheschen Regel, 
aus saurer Lésung mit undissoziierten Farbmolekiilen besser vom Protoplasten aufge- 


nommen als aus neutraler und alkalischer Lésung, wo mit steigendem pH der Anteil 
der Farbionen rasch zunimmt. 


Wir haben Struggers Befunde mit pH-gestuften Na-Fluoreszeinlésungen bei 
orientierender Wiederholung der Versuche bestatigt. 
12. VII. 1953 
Allium cepa, rechteckige Praparate aus Innenhautchen der Zwiebelschuppe rasch 
binnen 3 Minuten entliiftet. 
1:2000 Uranin. Schnitte 4 Minuten gefarbt. 


Gelést im Phosphatpuffer von: 
pH 2,4: Farbe ausgefallen. 





pH 8,0: 
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Innen Plasma fluorochromiert, Zellsifte leer, nekrotiseche Wundrandzellen 
haben schwache Vakuolenkontraktion, ihr Plasma ist grellgriin. 

Kraftig fluorochromiert, 148t Plasmakonfiguration (Strange, Faden) bestens 
erkennen. Strémung sichtbar, Zellsifte dunkel. In 0,8 mol Traubenzucker 
iibertragen; innen normale, sich rundende Plasmolysen, Randzellen mit 
grellgriinem Plasma krampfartig plasmolysiert (ahnlich der ,,Zerrplasmolyse*“ 
nach Schindler 1938b). 

Schéne, aber schwichere Fluorochromierung von Plasma und Kernen, Zell- 
safte leer. Meist intakt bis an den Schnittrand. Nur ganz vereinzelte Zellen 
zeigen schwache Vakuolenkontraktion mit maBig hellem Plasma. Nach 
Zuckerplasmolyse schwache Kern- und Plasmafluoreszenz sichtbar. In einer 
zweiten Versuchsreihe schéne, maéBig starke Fluoreszenz von Plasma und 
Kernen, Zellsifte ganz dunkel, Randzellen wie friiher. 

Zellen des Innenfeldes mit ganz schwach fluoreszierendem Plasma, Vakuolen 
leer. Randreihen mit Vakuolenkontraktion. Abwechselnd Plasma griin und 
Vakuole dunkel oder, als ,,Negativbild‘‘, Vakuolen griin und Plasma dunkel 
(vgl. Déring). 

In einem Teil des Schnittes Plasma minimal fluorochromiert, Zellsafte leer. 
In einem anderen Teil des Schnittes Zellen nekrotisch, gleichmaBig griin. 
Hier scheint wohl die Permeationsschranke aufgehoben, Farbionen finden 
Zutritt zum nekrotischen Plasma. 


1: 10.000 Uranin. Schnitte 10 Minuten gefarbt. 


pH 2,4: 
pH 4,8: 


pH 7,1: 


pH 8,0: 


pH 10,1: 


Schnitt wohl tot, doch gequollene Kerne griin. 

Bestens fluorochromiert, zwei Zellreihen am Schnittrand mit maBig bis stark 
kontrahierten Vakuolen. 

Plasmafluoreszenz noch deutlich, Zellsafte leer. In vakuolenkontrahierten 
Zellen Plasmafluoreszenz stark. Nach Zuckerplasmolyse Griinfluoreszenz 
des Plasmas deutlich. 

Fluoreszenz nur in der Randzone deutlich, innen Plasma wohl mit sechwacher 
Fluoreszenz, Zellsaéfte sicher leer. 

Zellen im Schnittinneren leer, ein Zellfeld am Rand hat Diffusfarbung. Wohl 
nekrotisch. 


1: 50.000 Uranin. Schnitte 30 Minuten gefarbt. 


pH 2,4: 
pH 3,1: 


pH 4.8: 
pH 7,1: 


pH 8,0: 


pH 10,1: 


Wohl meist tot, Zellkerne schwach griin. 

Plasma sch6n fluorochromiert, Zellsafte leer. Vakuolenkontraktionen am 
Schnittrand fehlen. 

Fluorochromierung prachtig. Fast so gut wie in starkeren Konzentrationen. 
Schwach fluorochromiert, es fallt auf, daB die vakuolenkontrahierten Schnitt- 
randzellen hier viel lebhafter griines Plasma haben als in 1:10.000. 
Plasma ganz schwach fluorochromiert (einzelne griinliche Zellen wohl ver- 
letzt). 

Praparat streifenweise dunkel (normale Zellen mit intakten Zellkernen), 
streifenweise zartgriin (wohl nekrotisch). 


Die Fluorochromierung des Plasmas ist also am kraftigsten bei pH 4,8, bei pH 7,1 
und 8,0 wird sie schwicher, bei pH 10,1 ist sie minimal. Doch existiert keine scharfe 
Grenze, oberhalb der die Fluorochromierung aufhéren wiirde. 

Der Reihenversuch spricht mehr dafiir, daB der jeweilige Gehalt des Farbbades an 
undissoziierten, permeierfahigen Farbmolekiilen fiir die jeweils erreichte Intensitat 
der Farbung des Plasmas maBgebend ist, als dafiir, daB der Farbebereich in der pH- 
Reihe durch den IEP des Plasmas bestimmt ist. 
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Wir meinen auch, da8 im Farbeversuch der innerplasmatische pH-Wert vom pH 
des Farbbades innerhalb der Versuchszeit weitgehend unberihrt bleibt und daher der 
IEP des Cytoplasmas auch im alkalischen Farbbad so rasch nicht verschoben wird, 
solange das Plasmalemma intakt und semipermeabel bleibt. Vgl. 8. 356. 


Wir haben weiter untersucht, ob auch Plasmaquellung, die auf andere 
Weise experimentell herbeigefiihrt ist, die Speicherkraft des Plasmas fiir 
Uranin erhoht. 

Vitalfarbung mit basischen Farbstoffen bewirkt bekanntlich vielfach 
Vakuolenkontraktion, und zwar Allgemeinkontraktion (Strugger 1936, 
1940a, 1949, S. 72, Abb. 46, Drawert 1939, 1940, 1951, Hofmeister 1948 
u. a.), nach Héfler aber aus Griinden der Speicherkonkurrenz nur in Zellen 
mit ,,leeren‘‘ Zellsiften, worin die Vakuolenfairbung nach dem Ionenfallen- 
mechanismus und nicht durch chemische Farbbindung an Zellsaftstoffe 
zustande kommt. 

In Innenhautchen von Allium cepa, die mit Neutralrot 1: 10.000, pH 8 
behandelt worden waren, waren die Zellecken von Plasma erfiillt, welches, 
leicht aufgequollen, den molekularen Farbstoff gelést enthalt. Wir brachten 
die vorgefirbten Praiparate in Uraninlésung 1:10.000, pH 4,8. Bei der fol- 
genden Priifung im UV-Licht war die schwache Vakuolenkontraktion er- 
halten, die Tonoplasten halbkugelig konvex, und zwischen ihnen und der 
Membran waren alle Zellecken erfillt von lebhaft griin leuachtendem Plasma. 
Die Neutralrotfarbe war allerdings, entsprechend der sauren Reaktion des 
Uraninbades, bereits aus den Zellsaften in die Zellwinde gegangen (vgl. 
Strugger 1936, 1949, S. 148). In der mit Neutralrot allein behandelten, 
nicht mit Uranin nachgefarbten Kontrolle war die Vakuolenkontraktion 
nur noch etwas stirker, der Zellsaft im Hellfeld noch rot gefairbt; im UV- 
Licht war der Zellsaftraum dunkel, da ionisiertes Neutralrot die Fluoreszenz 
léscht ; das Plasma in den Zellecken leuchtete nur schwach grau (vgl. Strug- 
ger 1940b, Toth 1952). — Der Versuch zeigt, daB die Uraninfluorochro- 
mierung des vital und reversibel aufgequollenen Eckenplasmas zu starker 
Fluoreszenz fiihrt. Bei erneuter Beobachtung nach einer Stunde war das 
Bild unvermindert sch6n, das Plasma griin leuchtend, die Zellsaifte dunkel. 
Es bleibt zu priifen, ob in vakuolenkontrahierten Zellen das mit Uranin 
pH 4,8 fluorochromierte Plasma, wenn das Neutralrot schon in die Mem- 
branen gegangen ist, etwa schwerer entquillt als das Plasma nur mit Neu- 
tralrot gefarbter Kontrollen nach Ubertragung von pH 8 nach pH 4,8. 

Wir haben im Juli 1953 und 1955 Doppelfarbungen mit Uranin und 
basischen Farbstoffen mehrfach ausgefiihrt. Dabei leitete uns nicht nur 
mikrotechnisches Interesse — die Doppelfirbungen bieten im UV-Licht 
zum Teil prachtige Bilder —, sondern vor allem die Frage, ob etwa, wenn 
das lebende Cytoplasma sich mit Farbbase beladen hat, die Uraninaufnahme 
dadurch verhindert, blockiert wird. 

Zwiebelhautchen wurden mit Rhodamin B, 1:10.000 oder 1:2000, 
10 Minuten oder bis zu 20 Minuten lang kraftig angefarbt, wobei bekannt- 
lich in Zellen mit ,,leeren‘‘ Zellsaften das Plasma den undissoziiert-lipoid- 
léslichen Farbstoff reichlich speichert (Strugger 1938b, Drawert 1939, 
H6fler 1949, 1953). Das Rhodamin bleibt im Hellfeld unsichtbar, erscheint 
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aber im UV-Licht in prachtig goldbrauner Farbe. (Bei ,,vollen‘* Zellsiften 
1aBt die Speicherkonkurrenz der bindenden Vakuolenstoffe keine Farbe fiir 
die Plasmafarbung iibrig.) Die rhodamingefarbten Hautchen, welche leichte 
Vakuolenkontraktion zeigten, wurden dann fiir 6 Minuten in 1:2000 Uranin 
tibertragen, sodann in H,O oder Puffer 4,8 im UV-Licht untersucht. In 
den normalen Zellen der Fliche des Schnittes war das Plasma noch rho- 
damingelb gefarbt und lieB keine Griinfluoreszenz erkennen; so schien uns 
das Rhodamin wirklich die Uraninaufnahme zu blockieren. In Wundrand- 
zellen dagegen, wo die Vakuolenkontraktion viel starkeren Grad erreicht 
hat, ist das stark gequollene Plasma zwischen Tonoplast und Zellmembran 
zu grellgriiner Farbe fluorochromiert. Hier dominiert also die Uranin- 
fairbung. Wir erkennen, daB beim Aufquellen die Speicherkraft des Plasmas 
fiir Uranin sehr stark zunimmt, wahrend das Rhodamin B nicht verstiarkt 
gespeichert wird. — Werden solche Schnitte nun gewiissert oder in farb- 
stofffreier Zuckerlésung plasmolysiert, so geht, wie bekannt, das Rhodamin 
recht schnell aus dem Plasma heraus (vgl. Flasch 1956), indes das Uranin 
noch festgehalten wird. Die normalen Zellen des Schnittinneren zeigen nach 
dem Auswaschen des Uranins eine ebenso gute Griinfluoreszenz des Plasmas 
wie primar mit Uranin gefairbte Kontrollen! Die Bindung des Uranins im 
Plasma ist viel fester als die des Rhodamins. — Wenn in hypertonischer 
Traubenzuckerlésung ausgewaschen wurde, so sind die Protoplasten nicht 
konkav krampfartig plasmolysiert wie sonst nach Uranineinwirkung, son- 
dern sie lésen sich leicht in groBen Buchten von den Langswanden der Zelle 
und runden sich nachher. Offenbar hat das im Plasma geléste Rhodamin 
dessen Viskositaét erniedrigt, sein Haftvermégen vermindert, und anschei- 
nend wird auch die Viskositétszunahme verhindert, die sonst durch Fluo- 
reszeine herbeigefiihrt wird. 

In unserer Versuchsreihe vom Sommer 1953 (vgl. Héfler 1953, S. 464) 
war noch fraglich geblieben, ob in solchen Versuchen nicht doch das Rhod- 
amin die anfaingliche Uraninspeicherung im Cytoplasma behindert und 
, blockiert“* oder ob die im UV-Licht goldbraune Rhodaminfluoreszenz bloB 
die griine Uraninfluoreszenz optisch tiberdeckt. Trafe letzteres zu, so miiBte 
unsere Beobachtung, da’ nach der Rhodamin-Exosmose doch wieder in 
allen Zellen das Plasma griin fluoresziert, so gedeutet werden, da das 
Uranin sich nachtraglich etwa von den Speicherorten in den iiberladenen 
Randzellen her im ganzen Praparat ausbreitet. Die Frage der Blockierbar- 
keit wurde 1955 neuerlich untersucht. Dabei hat sich ergeben, daB in 
Schnitten, die nach 20miniitiger Rhodaminfarbung fiir 3 Minuten ins 
Uraninbad kamen, zuniachst keinerlei Griinfarbung zu sehen war (keine 
Wundrandspeicherung). Nach 4'4stiindigem Wéassern waren jedoch die 
Zellsifte im UV-Licht griin, es hatte also vollige ,,Umlagerung® statt- 
gefunden (vgl. Abschnitt IL). Der Farbstoff mu8B nach allem, was wir 
wissen, aus dem Plasma gekommen sein; die erste Aufnahme und Spei- 
cherung im Plasma kann also nicht durch das Rhodamin blockiert gewesen 
sein. Solche Versuche sprechen fiir die optische Uberdeckung der griinen 
Uraninfluoreszenz durch das Rhodamin. 

Auf eine weitere Versuchsreihe iiber Doppelfarbungen der mit ,,vollen‘ 
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Zellsiften ausgestatteten Blattepidermiszellen der Orchidee Platanthera 
bifolia mit Uranin einerseits, Basenfarbstoffen (Neutralrot, Pyronin, Akri- 
dinorange, Rhodamin B) andererseits soll hier nicht eingegangen werden 
(vgl. Héfler 1953, 1.¢.). Das Objekt steht nur im Friihsommer zur Ver- 
fiigung, wir wollen auf die Versuche a. a. O. zuriickkommen. 

Um die Uraninfairbbarkeit gequollenen Plasmas zu priifen, haben wir 
auch noch Allium-Innenepidermen verwendet, worin Allgemeinkontraktion 
der Vakuolen in der von Scheid]! (1954) studierten Weise durch farblose 
Stoffe herbeigefiihrt war, naimlich durch unschadliche Lésungen undis- 
soziierter Basen. Dr. W. Scheid| hatte die Praiparate in der ihm gelaufigen 
Art fiir uns vorbereitet. 

Entliiftete Alliwm-Hautchen, die etwa 4 Minuten in 0,3 mol NH, ein- 
gelegt worden waren, wiesen maBig schwache Kontraktion vom Kon- 
traktionsgrad bis 0,8 auf; sie wurden 5 Minuten lang mit Uranin 1: 10.000, 
pH 4,8 gefairbt. Das Plasma zeigte sich im UV-Licht in manchen Zellen 
grell, in der Mehrzahl der Zellen nur schwach leuchtend. Man hatte den 
Eindruck, daB das schwach leuchtende Plasma das normale, das grell leuch- 
tende abnormal ware. Auch bei gleichem Kontraktionsgrad kann also das 
Plasma matt oder vereinzelt grell fluoreszieren. Nach 5 Minuten wahrender 
Vorbehandlung in 0,1 mol NH, und 10 Minuten Uraninbad waren in den 
relativ wenigen vakuolenkontrahierten Zellen die Tonoplasten konvex, das 
Plasma ganz matt; grell leuchteten nur die schnittrandnahen Zellen und 
die wundnahen, die rings um eine Liicke im Praparat lagen. Das Bild sprach 
dafiir, daB in den schwach leuchtenden Zellen nur der Tonoplast ge- 
rundet und in den Zellecken normales, nicht aufgequollenes Plasma ge- 
sammelt war. Eine Viertelstunde spater war im UV-Licht das Gesamtbild 
aihnlich, und nur wenig Zellen im intakten Innenfeld leuchteten jetzt etwas 
stirker; in den meisten schwach vakuolenkontrahierten Zellen war die 
Fluoreszenz des Plasmas noch schwach, in den wundnahen so grell wie 
vorher. — Nachst Ammoniak ist nach Scheid] u. a. Ammonkarbonat ge- 
eignet, allgemeine Vakuolenkontraktion auszulésen. Wir verwendeten im 
Reihenversuch 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 mol (NH,),CO,. Das erste Praparat, 12 Mi- 
nuten in 0,4 mol behandelt, zeigte im sichtbaren Licht schwache Allgemein- 
kontraktion. Es kam dann fiir 5 Minuten in Uranin. Meist war das Cyto- 
plasma wieder matt, nur vereinzelt grell griin fluorochromiert. In 0,7 mol 
Traubenzucker trat schén konvexe Plasmolyse ein und in einzelnen 
Zellen waren nun die Protoplasten mit grellgriinen Plasmasicheln an den 
Kuppen ausgestattet, meist waren sie fast dunkel. Es sind also auch grell 
gefarbte Plasmen noch normal plasmolysierbar. Wundnahe Zellen zeigten 
mittelstark leuchtendes Plasma, einzelne Randzellen, die durch grelles 
Leuchten auffielen, hatten wie immer verstarkte Kontraktion. In mit 0,3 
bis 0,1 mol Ammonkarbonat vorbehandelten Praparaten war in den in- 
takten Flaichenzellen keine oder fast keine Uraninspeicherung zu sehen. 

Endlich seien, dem nachsten Abschnitt vorgreifend, orientierende Ver- 
suche an Tentakelzellen von Drosera vom Juli 1955 erwaihnt. Das Material 
war von Dr. Url und Dr. Diskus aus den Mooren um Tamsweg und von 
St. Kathrein bei Schiefling nach Wien eingebracht worden. Die mit dem 
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Aggregations-Vorgang (Akerman 1917) verbundene Plasmaaufquellung 
ist eines der besten Beispiele vital-reversibler Quellung, die hier als Glied 
der Reizkette bei normal physiologischem Geschehen erscheint. Von den 
drei gesammelten Arten war Drosera longifolia am brauchbarsten. 21% Stun- 
den lang in 14% Pepsin eingelegt, zeigten die Tentakelzellen unseres Ma- 
terials zwar keine Vakuolenzerkliiftung, aber sch6ne und starke Vakuolen- 
kontraktion, wobei tiberall im unteren Teil des Tentakelstieles der apikale 
Anteil der Zellen von aufgequollenem Plasma, der basale vom Zellsaft er- 
fiillt war. Die Kutinisierung behindert den Eintritt des Uranins. Abge- 
schnittene, mit Pepsin vorbehandelte Tentakel, deren Zellen ahnlich stark 
verkleinerte Vakuolen mit konvexen Tonoplasten aufwiesen, zeigten nach 
dem Uraninbad sechs Zellreihen weit von der Basis ein schénes, grelles 
oder kraftig mittelstarkes Leuchten des Plasmas. 

Die Drosera-Zellen mit ungeteilten Saftriumen und dariiber gelegenem 
aufgequollenem Plasma speichern also in diesem lebhaft das Uranin, wenn 
das Hindernis der schwerdurchlassigen Kutikula ausgeschaltet wird. 


b) Andere Objekte 


Vergleichende Priifung der Speicherfaihigkeit artverschiedener Plasmen 
fir Uranin lag im Plan unserer Untersuchung. 

Schon im Friihsommer 1953 wurde geeignetes Zellenmaterial verschie- 
dener Freilandpflanzen aus der Umgebung Wiens in die Versuche ein- 
bezogen. Uranin, im Phosphatpuffer pH 4,8 gelést, bringt in der Regel das 
Plasma, meist auch 
den Kern zu lebhafter 
Fluoreszenz, wiaihrend 
Zellsifte und Zellwan- 
de im UV-Licht vdllig 
dunkel sind, wenn man 
bald nach der Far- 
bung beobachtet. Wir 
nennen von nicht all- 
gemein gebrauchlichen 
Zellsorten als gutes, Abb. 4. Tradescantia elongata, Zelle aus dem Stengelpar- 
resistentes Material die enchym. 

Markzellen aus krafti- 

gen Stengeln von Rumezx obtusifolius, Impatiens und Parenchymzellen von 
Stachys silvatica. — Das Plasma der Stengelparenchymzellen von T'radescantia 
elongata G. F.W. Meyer, die seit langem im Wiener Institut fiir plasmometri- 
sche Versuche verwendet werden, blieb auffalligerweise in orientierenden Ver- 
suchen nach Uraninbehandlung fluoreszenzfrei, dafiir leuchteten die Pla- 
stiden — die stirkefiihrenden, aber auch stairkefreie — in lebhaftem Griin 
(Abb. 4). 

Trianea Bogotensis, Wurzelhaare. Sie sind als Beispiel fiir ,,spring- 
brunnenartige“‘ Plasmarotation (neben Hydrocharis) im Praktikumunter- 
richt beliebt und gut geeignet fiir die Untersuchung im UV-Licht, da die 
Haare im frischen Zustand fast keine Eigenfluoreszenz aufweisen. Uranin- 
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firbung strémenden Plasmas, wie sie schon Schumacher (1936) an Cucur- 
bitahaaren vorgenommen hat, verbiirgt den Lebenszustand des beobach- 
teten Materials. 

Das Trianea-Plasma verhielt sich in einigen Ziigen wesentlich anders als 

das Alliwm-Plasma. Wir geben einen Versuch nach dem Protokoll aus- 
fiihrlich wieder. 

12. Oktober 1955. Eine 

Wurzelspitze mit jungen 

und etwas alteren Haaren 

kommt fiir 5 Minuten in 

10.000 Uranin, im Puffer 

pH 4,8 gelést, wird dann 

in 0,35 mol Traubenzucker 

(in H,O gelést) mehrfach 

ausgewaschen und darin 

beobachtet. Es tritt gute, 

groBbuchtige, konkave 

Plasmolyse ein. Neu ist, 

daB die Plasmolyseform 

nicht kleinbuchtig, 

krampfartig ist wie bei 

uraninbehandelten Zwie- 

belzellen. Im_ iibrigen 

scheinen die Haare gegen 

das Uranin wenig resistent 

zu sein, denn man sieht 

lebende, gut plasmoly- 

sierende und geschiadigte 

Haare mit koaguliertem 

Plasma. Sind sie an der 

Art der Fluoreszenz zu 

unterscheiden ? In den 

lebenden Haaren scheint 

zunidchst das Binnenplas- 

ma starker, die dauBere 

Plasmagrenzschicht (in 

den Liangsbuchten) nur 

schwach zu fluoreszieren. 

Das koagulierte Plasma 

der toten Haare ist matt, 


aber doch im UV-Licht 
Abb. 5. Trianea Bogotensis, junge Wurzelhaare. nicht unsichtbar wie tote 


a das lebende, b das abgestorbene scharf eingestellt. Protoplasten von Allium 
und anderen Objekten. 

Am Meniskus eines lebenden, aus der Haarspitze zuriickgezogenen Protoplasten ist 
ein Ballen Protoplasma ausgetreten. Er fluoresziert verstirkt und besonders lebhaft. 
Wahrend der Beobachtung platzt der Meniskus, der Zellsaft strémt aus, der tote 
Protoplast wird véllig unsichtbar und nur der Ballen ausgetretenen Plasmas leuchtet 
noch unvermindert hell; auch hier verschwindet also beim Plasmatod die Fluoreszenz. 
Der Ballen kann sich jetzt frei kugelig abrunden. Er scheint etwas gréBer geworden 
zu sein. Im Hellfeld zeigt sich der Protoplast koaguliert, der Ballen glatt und kugel- 





Fluorochromierungsstudien mit Uranin 335 


rund. Im UV-Licht ist im Ubersichtsbild das Haar dunkel, doch ist das Gesichtsfeld 
rings um den Protoplasten vom Uranin, das beim Tode abgegeben wurde, leicht gelb, 
nur die Kugel leuchtet grell griin. In Nachbarhaaren gewahrt man schwach leuchtende 
tote Plasmaschlacken. Nach 20 Minuten ist das Bild im wesentlichen unverindert. 
Es gibt im Praparat noch manche plasmolysierte, aber bereits mehr nekrotische Haare. 
In diesen zeigen sich gelbgriin leuchtende Schlacken im Plasma. Das Gelb- 
griin ist aber matter als das Blaulichgriin lebender Protoplaste und das grelle Griin 
der erwahnten Plasmakugel. Solche kleine gelbgriine Schlacken sind es auch, die mehr- 
fach sonst die koagulierten Protoplaste sichtbar machen. Nun wird eine Skizze auf- 
genommen. Nachher wird die stark leuchtende Kugel wieder aufgesucht. Sie ist 
durch und durch von leuchtendem Cytoplasma erfiillt. Das grelle Blaugriin ist vom 
matten Gelbgriin der toten Schlacken deutlich verschieden. In mehreren anderen Haa- 
ren wird totes Plasma bei starker Vergr6Berung durchmustert. Es zeigt noch stellen- 
weise gelbgriine Fluoreszenz. — Im zuerst beobachteten Haar sind weiter unten kleine 
leuchtende Schlacken sichtbar: nicht der ganze Protoplast fluoresziert im toten Zu- 
stand, sondern nur einzelne Schlacken in ihm. — 35 Minuten nach Versuchsbeginn 
strahlt die griine Kugel 

unvermindert sch6n. Wir 

suchen nach tiberlebenden 

Haarzellen. Ein kurzes 

junges Haar leuchtet noch 

grell (Abb. 6). Es zeigt 

sich im Hellfeld sch6n und 

glatt (Abb. 5a) plasmo- 

lysiert. Ein gleiches junges 

Haar daneben ist tot 

(Abb. 5b). Im Hellfeld 

sehen beide dahnlich aus, 

nur ist der apikale Plas- 

mameniskus im lebenden 

glatt, im toten leicht 

héckerig, in der Fluores- ‘ie 

zenz ist der Protoplast des “ae a 

lebenden Junghaares leb- Abb. 6. Dieselben Haare wie in Abb. 5, im UV-Licht 
haft blaugriin, der des aufgenommen. 

toten matt (Abb. 6). — 

Nach 1 Stunde werden von Dr. W. Url die Photos aufgenommen. Nach 75 Minuten, da der 
Versuch abgebrochen wird, leuchtet die lebende Haarzelle noch unvermindert griin. 


Andere Versuche verliefen ahnlich. An gefarbten, aber nicht plasmoly- 
sierten Wurzelspitzen halt die Stromung in den Haaren an, aber auch da 
sind griine Schollen im Plasma schon herausgefarbt. Man hat den Eindruck, 
daB es im T'rianea-Plasma zwei Phasen gibt, eine starkstrémende, die nach 
Uraninbehandlung schwach, manchmal kaum wahrnehmbar fluoresziert, 
und eine passiv mitbewegte, die stark fluoresziert ; die letztere bildet Kugeln 
und Schollen. Diese erscheinen also nicht erst postmortal. 

In einem anderen Versuch zeigt ein alteres Haar, 5 Minuten in Uranin 
gefirbt und sodann nach 3 Minuten beobachtet, noch lebhafte Strémung, 
wobei ziemlich helle gelbgriine Schollen mitbewegt und nach der Haar- 
spitze transportiert werden. 

In einem schénen Haar haben sich lebhaft griin leuchtende Massen zu 
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einem Ellipsoid in der Spitze gesammelt, dessen Linge etwa dem doppelten 
Haardurchmesser gleichkommt. Der basalwarts gerichtete Plasmastrom ist 
noch in Bewegung. Das strémende Plasma ist aber im UV-Licht fast oder 
ganz unsichtbar, in ihm werden kleine griine Kiigelchen mitgefiihrt. Die 
Plasmaansammlung unter der Spitze (Abb. 7, Hellfeldaufnahme) ist im 
UV-Licht durch die eingeschlossenen Schollen sichtbar. 

Wir haben die T'rianea-Wurzelhaare des gleichen Materials noch mit 
Rhodamin B, pH 4,8, gefairbt. Das Plasma zeigt sich im UV-Licht goldgelb 
gefairbt, die Zellsifte sind ,,leer“. Das Plasma stroémt. An giinstigen Haaren 
stellt man fest, daB es keine Schollen gibt, die das Rhodamin verstirkt 
speichern; das ganze Plasma wird von Rhodamin tingiert. In geeignet lie- 
genden Zellen sieht man den Zellkern in gleicher Farbe, aber der kom- 
pakten Masse entsprechend etwas verstarkt leuchten, das strémende Plasma 

ist nur leicht gefarbt. In Trichoblasten und ganz 
jungen Haaren ist das Plasma tiefer goldgelb. 

Man wird nach den mitgeteilten Beobachtun- 
gen nicht mehr sagen diirfen, daB alles tote Plas- 
ma nach Fluoreszeinbehandlung fluoreszenzfrei 
und im UV-Licht unsichtbar bleibt. Es ist aber 
auch beim T'rianea-Plasma das Fluoreszenzbild 
der matt gelblichgriinen, toten Plasmaschollen 
und das des rein griin leuchtenden, lebenden 
Plasmas doch so stark verschieden, daB das 
Uraninleuchten als Lebenskriterium nicht zu 
verkennen ist. 

Als weiteres Objekt mit spontaner Rotation 
haben wir die Zellen der Desmidiacee Closte- 
rium lunula verwendet. Sie sind seit alters 
wegen der prachtigen Stro6mung der peripheren 
Plasmaschicht bekannt. Wir besitzen im Institut 
Material der Alge, die sich im Kihlbecken in 
Mischkultur mit anderen derselben Biocdnose 
angehorigen Algen kraftig vermehrt; das im 

ae a folgenden verwandte Material war im Sommer 
Abb. 7. Trianea Bogotensis, 1954 von Dr. Url und Dr. Diskus in den 
vgl. Text. Lungauer Mooren gesammelt worden und wurde 

im November 1955 untersucht. Die Proben 

werden aufgeschwemmt, nach der Tinktion mit 1:10.000 Uranin, pH 4,8, 
wird leicht zentrifugiert, die Farblésung abgeleert, sodann wird mit Puffer 
pH 4,8 aufgefiillt, noch zweimal zentrifugiert und die Waschfliissigkeit er- 
neuert; dann ist der Tropfen hinreichend uraninfrei, worein die einzelligen 
fluorochromierten Algen zur Beobachtung im UV-Licht zu liegen kommen. 

Closterium lunula zeigt schéne griine Fluoreszenz des Plasmas und der 
Zellkerne (iiber Pyrenoide vgl. unten S. 353); die Plastidenfliigel haben ihre 
rote Kigenfluoreszenz bewahrt; ganz dunkel bleiben im UV-Licht nur drei- 
eckige Ausschnitte des Chromatophors beiderseits der Kernbriicke (der 
Vakuoleninhalt leuchtet also nicht). An ganz gesunden Zellen speichert 
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das stromungsfaihige Cytoplasma nur schwach, es erscheint zart griin an den 
Zellpolen im Raume zwischen den die Gipskristillchen bergenden End- 
vakuolen und den Zellenden. Andere lebende, aber leicht geschadigte Zel- 
len ohne Strémung zeigen in den Polen ein leuchtend griines Plasma. Es 
gibt also eine Form veranderten Plasmas, welche starker speichert und leuch- 
tet als das normale. Aber auch solange das Plasma noch lebhaft strémt, 
kann es bereits verstarkt fluoreszieren. Dagegen ist totes Plasma wieder 
ganz ohne griine Fluoreszenz, so auch in Zellen, die durch bloBe nachtrag- 
liche Plasmolyse getétet wurden. Das Aufhéren der Fluoreszenz als Todes- 
reaktion wird also bestitigt. 








Abb. 8. Hyphenzellen aus dem Fruchtstiel von Phlegmacium coerulescens. Vgl. Text. 
(Dr. A. Diskus del.) 


In einem bestimmten Versuch war 40 Minuten nach dem Uraninbad 
in einer beobachteten Zelle der rechteckige Zellkern sehr stark grin, das 
noch sehr lebhaft, anscheinend beschleunigt bewegte Plasma in den Zell- 
polen schwach grin. Nun wurde zweimal Wasser aus dem KulturgefaB, 
dann 0,6 mol Traubenzucker durch das Praparat gesaugt und im Tageslicht- 
mikroskop beobachtet. Die /wnula-Zellen reagierten verschieden. Intakte 
Zellen plasmolysierten normal mit an den Enden runden Menisken, Zellen 
mit kontrahierten Vakuolen (vgl. Kiermayer 1954), die aber noch Plasma- 
stromung aufwiesen, gaben keine normale Plasmolyse, keine Endrundung 
mehr. Das Plasma, das vorher strémte, sammelte sich bei weiterer Beob- 
achtung irgendwo an der Langswand der Zelle und lieB dann noch lebhafte 
BMB im Inneren, aber keine Vorwartsbewegung mehr erkennen. Wieder 
ins UV-Licht gebracht, leuchtete dieses Plasma starker als normales. Wir 
finden wieder eine Form nekrotischen Plasmas, welches — vergleichbar dem 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 22 
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aufgequollenen Plasma der Gewebszellen — das Uranin verstarkt speichert. 
Die freigelegten Plasmawabenwande, welche die Teilvakuolen scheiden 
(Kiermayer 1954, S. 183, 216), leuchten nach Uraninbehandlung nicht. 

Im Oktober 1955 wurden zahlreiche, von Héfler aus dem Wienerwald 
frisch eingebrachte Pilze untersucht. Uber ihr Plasmolyse- und Vital- 
firbeverhalten wird Frl. cand. phil. Knyrim berichten. 

Besonders geeignet fiir zellphysiologische Beobachtungen waren Hyphen- 
zellen aus dem Hutstiel einiger Cortinarien. 

Cortinarius (Phlegmacium ) coerulescens Fr. (bestimmt nach Lange 1938, 
Tab. 82, Fig. D): Mikrotom-Liangsschnitte von 60 » Dicke lassen einen Teil 
der Zellen unverletzt. Der in Abb. 8 dargestellte Schnitt war nach der 
Wasserung in 1: 10.000 Uranin, pH 4,8, 10 Minuten lang gefairbt. In Hyphen- 
zellen mit stark kontrahierten Vakuolen und stark gequollenem Plasma 
leuchtet dieses sehr lebhaft griin. In der Mehrzahl der lebenden Hyphen 
ist die Kontraktion und Quellung des Plasmas weniger weit vorgeschritten 
und die Uraninspeicherung und Fluoreszenz schwacher. 

Auch bei anderen Arten (z. B. Phlegmacium aurantio-turbinatum [Secr.] 
Lange, vgl. |. c. Tab. 84, Fig. C) zeigte sich normales Plasma schwach flu- 
orochromiert und pathologisch verandertes, verquollenes Plasma in ein- 
zelnen Zellen stark fluorochromiert. — 

Das Cytoplasma mariner Rotalgen ist nicht imstande, Uranin zur 
Fluoreszenz zu speichern. Die tiberraschende, an Helgolinder Algen ge- 
machte Beobachtung (Héfler und Diivel 1954) wurde 1955 bestatigt fiir 
einige aus Venedig nach Wien gebrachte Florideen (Antithamnion cruciatum, 
A. plumula, Callithamnion corymbosum), vgl. Héfler, Url und Diskus 1956. 


Als auffallige Beobachtung, die nahere Verfolgung verdienen wird, sei 
noch erwaihnt, daB in den gepriiften artenreichen Mischmaterialien von 
Hochmooralgen alle Cyanophyceen (Oscillatoria-, Aphanothece-Arten 
u.a., auch Synechococcus aeruginosus) im Gegensatz zu den anderen Algen 
eine lebhafte, allem Anschein nach vitale Uraninfluoreszenz der Zell- 
membranen erkennen liefen. 


Il. Umlagerung vom Plasma zum Zellsaft 


Do6ring (1935) hat in seiner richtunggebenden Studie beobachtet, daB 
Zwiebelschnitte, die nach Uraninbehandlung zunachst Plasma- und Kern- 
fairbung zeigen, nach lingerem Aufenthalt in der Farblésung, aber auch im 
farbstofffreien Medium Vakuolenfirbung aufweisen. ,,Verbleiben die 
Allium-Epidermen in der Farbstofflésung, so andert sich (Vakuolen- 
kontraktionszellen ausgenommen) nach 12 bis 18 Stunden das Fluoreszenz- 
bild in sehr auffilliger Weise. Vom Leuchten des Protoplasmas ist nichts 
mehr zu sehen —, statt dessen leuchtet jetzt die Vakuole; hier und da sieht 
man einen seitenwandstindigen Kern sich dunkel gegen die Vakuole ab- 
heben. Zundichst wird man glauben, daB diese Wandlung — wie beim 
Eosin — als Ausdruck schwerer Plasmaschadigung zu deuten sei. Im sicht- 
baren Licht zeigt sich indessen, daB die Zellen véllig normal aussehen, 
normal plasmolysierbar sind und durchweg Plasmastr6mung aufweisen. 
Selbst nach mehreren Tagen pflegen derartige Zellen noch am Leben zu 
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sein; das Plasma strémt immer noch; die Farbspeicherung ist allmahlich 
so stark geworden, daB jetzt auch im sichtbaren Licht eine Gelbfarbung 
erkennbar ist, was anfangs nicht der Fall war... Das Fluoreszein wird 
also anfangs vom Plasma gespeichert, allmihlich erfolgt eine ,Umstim- 
mung‘; das Plasma speichert dann den Farbstoff nicht mehr, laBt ihn aber 
zur Vakuole hindurch, wo er angereichert wird.“ 

Strugger (1938a, S. 286) hat Dérings Beobachtung bestiatigt. In 
Allium-Zellen, die mit saurer K-Fluoreszeinlésung stark gefarbt und dann 
auf Leitungswasser iibertragen worden waren, verschwand die Plasma- 
farbung allmahlich und der Farbstoff wurde in zunehmendem Ma’ von 
der Vakuole gespeichert. 

Wir wollen im folgenden von Umlagerung sprechen, wenn in Schnitten 
der zunachst im Plasma und in den Zellkernen gespeicherte Farbstoff nach 
einiger Zeit in den Zellsaft iibertritt. 

Zunachst priiften wir das Umlagerungsvermégen der Innenepidermis- 
zellen von Allium cepa. Die Schnitte kamen fiir 6 Minuten in Uranin 
1:2000, pH 4,8, wurden dann in dest. Wasser ausgewaschen und zu ver- 
schiedenen Zeiten beobachtet. Nach 10 Minuten hatten alle Zellen schéne 
Kern- und Plasmafairbung. Einzelne Randzellen mit stark gequollenem 
Plasma leuchteten besonders stark aus dem Schnitt heraus. Nach 4 und 
5 Stunden Wissern zeigten die Schnitte das gleiche Bild. Nach 8 Stunden 
waren neben dem Plasma und den Zellkernen auch schon die Vakuolen ge- 
farbt. Nach 24 Stunden hatten alle Schnitte vollkommen umgelagert. Alle 
Vakuolen waren griin fluorochromiert, wihrend Kerne und Plasma farblos 
erschienen. Nur in den Randzellen mit gequollenem Plasma hatte dieses 
den Farbstoff noch festgehalten, allerdings waren die Vakuolen auch leicht 
griin fluorochromiert. Daf vakuolenkontrahierte Zellen mit gequollenem 
Plasma keine ,,Umstimmung zeigen, hat schon Déring (S. 430) be- 
obachtet. 

Schnitte der konvexen AuBenseite von Zwiebelschuppen zeigten zunachst 
auch das iibliche Bild. Unmittelbar nach dem Farbbad in Uranin waren 
Kerne und Plasma griin fluorochromiert, die Vakuolen waren nicht gefarbt. 
Dabei speicherten die Parenchymzellen wesentlich starker als die Epider- 
miszellen. Nach 24 Stunden hatten die Parenchymzellen normal um- 
gelagert, ihre Vakuolen waren griin, Plasma und Kerne aber dunkel. Anders 
die Epidermiszellen, hier erschienen die Kerne und das Plasma ebenfalls 
dunkel, die Vakuolen waren aber nicht griin gefarbt, sondern ganz schwach 
triib rotbraun. — Von der Frage ausgehend, ob dies vielleicht auf einem 
Unterschied zwischen ,,leeren‘’ und ,,vollen‘‘ Zellsiften beruhen sollte, 
wurden noch zahlreiche Pflanzen auf ihr Umlagerungsvermégen untersucht. 
Es zeigte sich aber weiterhin auch normale Umlagerung zahlreicher Pflan- 
zen mit vollen Zellsiften, wie Platanthera bifolia, Astragalus glycyphyllus 
und vieler anderer mehr. 

Auffallend war, daB die Umlagerung bei verschiedenen Pflanzen mit 
unterschiedlicher Geschwindigkeit vor sich ging. Bei Allium cepa dauerte 
es ungefahr 8 Stunden bis zum Beginn der Umlagerung, bei Astragalus hin- 
gegen nur eine halbe Stunde und weniger. Déring gibt an, daB bei Schnit- 
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ten, die vor dem Farben in aqua dest. gewassert waren, die Umlagerung 
des Farbstoffes rascher vor sich geht als bei ungewasserten. Bei Wiisserung 
in Leitungswasser geht sie sozusagen sogar vollstandig vor sich: Es tritt 
nach Uberfiihren in die Fluoreszeinlésung iiberhaupt keine Plasmafirbung 
auf, sondern es ist lediglich nach einigen Stunden die ansteigende Vakuolen- 
fluoreszenz zu bemerken. Schumacher (1933) konnte bei Pelargoniwm 
das Fluoreszein mit Erfolg im alkalischen Medium darbringen. Déring 
wollte nun nachpriifen, ob nicht vielleicht die beim Verletzen der Zellen 
austretende Saure schuld daran ist, da’ auch im alkalischen Milieu sch6ne 
Fiarbung eintritt. Dazu wurden Stengelschnitte von Pelargonium vor dem 
Farben gut in Leitungswasser abgewaschen und einige Minuten darin ge- 
wassert. Als tiberraschendes Ergebnis trat darauf sofort kraiftige Vakuolen- 
firbung ein. Dabei verhielten sich die verschiedenen Zellgattungen des 
Objektes gleich. Am besten war die Farbung an der Epidermis zu sehen, 
da sich hier keine Chlorophylifluoreszenz st6érend bemerkbar machte. Die 
Zellen lieBen sich durch Baden in schwach sauter Loésung leicht von Va- 
kuolenspeicherung auf Plasmaspeicherung umstimmen. 

Um nun festzustellen, wieweit Vorwasserung im alkalischen oder sauren 
Medium ausschlaggebend fiir die Art der Uraninfarbung ist, wurden im 
Juli und September 1955 zahlreiche Pflanzen untersucht. 

Zu dieser Versuchsreihe wurde jeweils ein Schnitt in destilliertem Wasser 
und ein Schnitt in Leitungswasser (pH um 7,5—7,8) 2 Stunden lang vor- 
gewassert, dann 10 Minuten in einer Uraninlésung 1: 10.000, pH 4,8, gefarbt 
und anschlieBend im gleichnamigen Puffer ausgewaschen und beobachtet. 

Ausgangsobjekt zu dieser Versuchsreihe war Doérings Versuchspflanze 
Pelargonium. In unseren Versuchen zeigte sich der von ihm beschriebene 
Effekt nach Wasserung im Leitungswasser nicht. Es wurden Stengel- 
flachenschnitte verwendet. Samtliche Zellen zeigten normale Plasma- und 
Kernfarbung. Besonders auffallend war die wunderschéne Plasmodesmen- 
farbung mit Uranin. 


Galeobdolon luteum, Stengel, Flache. 


Schnitte aus d.W. und L.W. zeigten das gleiche Bild. Plasma und Zell- 
kerne waren griin fluorochromiert, besonders stark leuchtete das Plasma 
der kleinen sitzenden Haare und vor allem das stark gequollene Plasma 
einiger Randzellen. In den SchlieBzellen leuchteten auch die Plastiden 
griin, waihrend die der Parenchymzellen normal rot fluoreszierten. Von 
Vakuolenfirbung war nichts zu sehen. Nach 24 Stunden Verweilen in der 
Pufferlésung hatten nur die SchlieBzellen beider Schnitte griin gefairbte 
Vakuolen, wobei die Farbung des in d.W. vorgewiasserten Schnittes krif- 
tiger war. Alle iibrigen Zellen waren vollig farblos. Es hatten hier demnach 
nur die SchlieBzellen umgelagert, aus den anderen war der Farbstoff aus- 
gewaschen. DaB diese farblosen Zellen aber nicht etwa abgestorben waren, 
lieB sich mit Plasmolyse in 0,6” KNO, leicht nachweisen. 


Vicia faba, Stengel, Flache. 


Auch hier war in beiden Schnitten nur Plasma- und Kernfarbung zu 
sehen. Die Plastiden der SchlieBzellen waren griin, die der Parenchym- 
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zellen waren rot. Die Farbung des in L.W. vorgewisserten Schnittes war 
schwacher, keine einzige Zelle zeigte Vakuolenfirbung. Nach 24 Stunden 
hatten alle Epidermis- und Parenchymzellen umgelagert, wobei die Far- 
bung der Parenchymzellen wesentlich kriftiger war. In den SchlieBzellen 
war keinerlei Fairbung mehr wahrzunehmen. 


Cephalanthera longifolia, Stengel, Fliche. 

Beide Schnitte zeigten nur Kern- und Plasmafirbung. Die Plastiden 
der SchlieBzellen waren griin fluorochromiert. Nach 24 Stunden hatten 
auch hier die Zellen umgelagert, wobei wieder die Vakuolenfarbung der 


Parenchymzellen wesentlich stirker war als die Fairbung der Epidermis- 
zellen. 


Bryonia dioica, Stengel, Fliche. 

Auch hier Plasma- und Kernfairbung in beiden Schnitten. Die SchlieB- 
zellenplastiden waren griin fluorochromiert. Nach 24 Stunden hatten alle 
Zellen, auch die SchlieBzellen, umgelagert. Wieder war die Intensitat der 
Vakuolenfirbung in den Parenchymzellen wesentlich stirker. 

Melilotus alba, Stengel, Flache. 
In beiden Schnitten waren Plasma und Kerne griin fluorochromiert, 


nach 24 Stunden schéne Umlagerung. Auch hier wieder starkere Farbung 
der Parenchymzellen. 


Von allen oben angefiihrten Pflanzen wurden auch Schnitte ca. 20 Stun- 
den lang vorgewissert, aber auch sie zeigten die gleichen Bilder wie die 
2 Stunden lang gewisserten Schnitte. 

Von den weiteren Versuchspflanzen kamen die Schnitte nur mehr in 
Leitungswasser zum Vorwissern; sie wurden 10 Minuten lang in Uranin 
1:10.000, pH 4,8, gefarbt und im gleichnamigen Puffer untersucht. 
Ballota acuta, Stengel, Fliche. 


Hier war auch wieder nur Plasma- und Kernfarbung, aber keine Spur 
von Vakuolenfairbung zu sehen. Nach 24 Stunden hatten die Epidermis- 
zellen umgelagert, an den Parenchymzellen, die sehr starke blaue Eigen- 
fluoreszenz aufweisen, konnte keine Fairbung wahrgenommen werden. 


Isatis tinctoria, Blattstiel, Flache. 
Auch hier war nach Wasserung in L.W. nur Plasma- und Kernfarbung 


zu sehen. Nach 24 Stunden hatten die Zellen umgelagert und zeigten griine 
Vakuolenfirbung verschiedener Intensitit. 


Tradescantia virginica, Stengel, Flache. 
Auch hier nur Plasma- und Kernfairbung. In den Zellen ist schéne 


Plasmastrémung zu sehen. Nach 24 Stunden hatten alle Zellen umgelagert, 
wobei wieder die Fiarbung der Parenchymzellen wesentlich starker war. 


Hypericum hirsutum, Stengel, Flache. 
Auch hier Kern- und Plasmafarbung, die Idioblasten mit blauer Eigen- 


fluoreszenz zeigten keinerlei Anfarbung mit Uranin. Nach 24 Stunden er- 
schien der Schnitt véllig ungefarbt, der Farbstoff war ausgewaschen. 
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Solanum tuberosum, Stengel, Fliche; Medicago sativa, Stengel, Fliche; 
Chlorophytum comosum, Blattunterseite; Amaryllis sp., Blattunterseite. 
Nur Plasma- und Kernfirbung. Nach 24 Stunden Umlagerung. 

Coelogyne flaccida, Blattunterseite. 

Plasma- und Kernfirbung. In den SchlieBzellen waren die Plastiden 
griin fluorochromiert. Nach 3 Tagen waren Kerne und Plasma nicht mehr 


gefirbt, wegen der starken Eigenfluoreszenz der Zellsifte konnte aber Um- 
lagerung nicht mit Sicherheit festgestellt werden. 


Clivia nobilis, Blattunterseite. 
Dieses Objekt erscheint wegen seiner schénen groBen Zellen besonders 


fiir zellphysiologische Studien geeignet. Auch hier war nur Plasma- und 
Kernfarbung zu sehen. Nach 3 Tagen hatten alle Zellen umgelagert. 


Solanum dulcamara, Stengel, Flache. 
Schéne Plasma- und Kernfirbung. In den Plastiden der Parenchym- 


zellen war die Starke griin fluorochromiert. Nach 24 Stunden hatten alle 
Zellen umgelagert. 


Urtica dioica, Stengel, Flache. 
Plasma- und Kernfairbung, auch hier ahnlich wie bei Pelargoniwm schine 
Plasmodesmenfarbung. Nach 24 Stunden hatten alle Zellen umgelagert. 


Bei allen bisher beschriebenen Pflanzen zeigte sich Wiasserung mit Lei- 
tungswasser ohne Einflu8 auf die Farbung. Es farbten sich in jedem Fall 
nur Plasma und Zellkerne, manchmal auch Leucoplasten und Plastiden- 
stiirke an. Nach einigen Stunden Aufenthalt in der Pufferlésung zeigten 


die meisten Pflanzen Umlagerung. Plasma und Zellkerne sowie Plastiden 
und Starke waren entfarbt, dafiir wiesen die Vakuolen eine mehr oder 
minder starke Griinfirbung auf. In einzelnen Fallen war jede Spur von 
Farbstoff aus den Schnitten verschwunden. 

Interessant war das oft abweichende Verhalten der Schlie8zellen. 
In einigen Fallen, wie z. B. bei Galeobdolon luteum, waren es nur die SchlieB- 
zellen, die eine Umlagerung des Farbstoffes zeigten, aus allen tibrigen Zellen 
war der Farbstoff nach 24 Stunden ausgewaschen. In anderen Fiillen, z. B. 
bei Vicia faba, hatten alle Zellen umgelagert, nur aus den SchlieBzellen 
war der Farbstoff restlos verschwunden. 

Bei den Versuchen zeigte sich auch, daf Umlagern oder Auswaschen des 
Farbstoffes unabhingig von der Art der Vorbehandlung des Schnittes er- 
folgt. Die in Leitungswasser gewisserten Schnitte verhielten sich wie die 
mit dest. H,O vorbehandelten. Die Vakuolenfarbung der Parenchymzellen 
war stets wesentlich stirker als die der Epidermiszellen. Auch nach Plas- 
molyse war Umlagerung noch mdglich, nur stark gequollenes, also doch 
vielleicht irreversibel verindertes Plasma halt den Farbstoff fest; doch 
war auch hier eine leichte graugriine Ténung der Vakuolen zu sehen. Selbst 
wenn das AuBenplasma abgestorben ist, kénnen die Tonoplasten noch griin 
gefarbten Zellstoff enthalten. Im Verlauf unserer Versuche gelang es zwei- 
mal, den Ubertritt des Farbstoffes aus dem absterbenden Plasma in den 
Tonoplasten direkt zu beobachten. 
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Im Verlauf weiterer Untersuchungen fand sich aber in Listera ovata doch 
eine Pflanze, die den von Déring beschriebenen Effekt zeigte. Im folgen- 
den sei eine Versuchsreihe vom Juli 1955 angefiihrt, bei der neben Schnitten 
von Listera ovata (Blattunterseite) auch soleche von Platanthera bifolia 
(Blattunterseite) und Alliwm cepa (Innenepidermis) als Kontrolle unter- 
sucht wurden. Die Schnitte wurden im dest. Wasser, Leitungswasser und 
Phosphatpufferlésungen von pH 8,3 und pH 11,2 verschieden lange vor- 
gewassert, kamen dann fiir 10 Minuten in Uranin 1: 10.000, pH 4,8, und wur- 
den anschlieBend im gleichnamigen Puffer ausgewaschen und untersucht. 

Nach 2stiindigem Wissern: 

pH 11,2: Bei Alliwm cepa und Platanthera bifolia sind Kerne und Plasma 
griin fluorochromiert, besonders stark leuchten die Leucoplasten von Pla- 
tanthera. Samtliche Vakuolen erscheinen dunkel. Bei Listera ovata hin- 
gegen sind die Zellsifte der Epidermiszellen in verschiedener Intensitit 
griin fluorochromiert, das Plasma erscheint nicht gefarbt, vereinzelte Zell- 
kerne aber leuchten griin. Die SchlieBzellen hingegen hatten normale Kern- 
und Plasmafarbung und keine Spur von griinen Vakuolen. 


Nach 24stiindigem Wiissern in: 

dest. H,O: Allium cepa und Platanthera haben nur Plasma- und Kernfar- 
bung. Auch bei Listera ovata sind nach Wasserung im sauren Medium nur Kerne 
und Plasma griin fluorochromiert, in den SchlieBzellen erscheint nichts gefarbt. 

Leitungswasser: Alliwm cepa und Platanthera bifolia haben nur 
Plasma- und Kernfarbung, ebenso die SchlieBzellen von Listera ovata. Die 
Epidermiszellen von Listera hingegen haben griine Vakuolenfarbung, 


Plasma und Kerne erscheinen dunkel. 

pH 8,3: Allium cepa zeigt nur Kern- und Plasmafarbung, wobei das 
Plasma aber wesentlich matter fluoresziert als die Zellkerne. Schéne 
Plasmastromung. Bei Platanthera bifolia leuchten die Kerne und Plastiden 
der SchlieBzellen besonders stark griin. In den iibrigen Zellen sind Plasma 
und Kerne nur ganz schwach blaugriin fluorochromiert. Bei Listera ovata 
haben die Epidermiszellen griine Vakuolen, Plasma, Kerne und Plastiden- 
stirke sind ebenfalls griin fluorochromiert. 

pH 11,2: Allium cepa zeigt Plasma und Kerne griin fluorochromiert, 
vereinzelte Randzellen leuchten als ganzes grellgriin. In manchen Zellen 
liegen stark gequollene Kerne, die aber nicht mehr fluoreszieren. Das 
Plasma stromt hier langsamer als bei pH 8,3. Bei Platanthera bifolia sind 
die Kerne und ganz besonders die Leucoplasten strahlend griin fluorochro- 
miert, das Plasma erscheint nur ganz zart gefarbt. Die Plastiden sind im 
Hellfeld hyalin, scheinbar gequollen. Auch hier schéne Plasmastrémung. 
In den Epidermiszellen von Listera ovata fluoreszieren die Vakuolen griin 
in verschiedener Intensitaét, wobei die grellgriinen auch im Hellfeld gelb 
gefarbt erscheinen. In den SchlieBzellen sind meist nur Kerne und Plasma 
gefarbt, in vereinzelten gibt es auch Vakuolenfarbung, dann leuchten Kerne 
und Plasma nicht mehr. Manchmal verhielten sich die beiden SchlieBzellen 
einer Spaltéffnung verschieden: Die eine zeigte Vakuolen-, die andere Kern- 
und Plasmafairbung. 
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Hier war also eindeutig bei den in alkalischem Milieu vorbehandelten 
Schnitten von Listera ovata sofort Vakuolenfirbung eingetreten, wobei das 
Plasma nicht, die Kerne nur zum Teil fluorochromiert waren. Die Schlie8- 
zellen verhielten sich auch hier wieder abweichend. Bei den in d.W. vor- 
gewasserten Schnitten aber war wie bei den Kontrollpflanzen nur Plasma- 
und Kernfarbung aufgetreten. 

Auch bei Zellen aus dem Mark von /mpatiens nolitangere gab es, wie aus 
Protokollen iiber orientierende Beobachtungen vom Jahre 1953 hervorgeht, 
in den Markzellen, die 6 Minuten lang in Uranin 1:5000 gefairbt waren, 
primaire Vakuolenfarbung ohne Kern- und Plasmafluorochromierung. 
Beim Waissern wurde dann allerdings der Farbstoff giinzlich ausgewaschen. 
Ebenso firbten sich in den Corollblittern von Lilium regale die Vakuolen 
der Schwammparenchymzellen des zwischen den Rippen gelegenes Gewebes 
primar an, waihrend in den itiber den Rippen gelegenen Gewebspartien 
Plasma und Kerne fluorochromiert waren, die Zellsafte aber leer erschienen. 

Auch die Idioblasten von Scrophularia (Ziegler 1956) stellen Zellen dar, 
die unmittelbare Vakuolenfarbung geben, wobei es gleichgiiltig ist, ob der 
Farbstoff in saurem oder alkalischem Milieu geboten wird. Die iibrigen 
Zellen des Schnittes aber haben normale Plasma- und Kernfarbung. Inter- 
essant ist das Verhalten der Idioblasten von Scrophularia alata, die Plasma- 
kappen besitzen. Diese Kappen farben sich zunichst grell griin, wobei die 
Vakuolen ungefarbt erscheinen. Nach kurzer Zeit tritt aber Umstimmung 
ein, die Vakuolen sind dann griin fluorochromiert. 

Was geht nun bei dieser ,,Umstimmung* vor sich? Doring wirft die 
Frage auf, ob sich das Plasma etwa aktiv des aufgenommenen Farbstoffs 
entledigt und ob hier nicht eine Art AbwehrmaBnahme der Zelle vorliegen 
konnte, indem das Plasma den Fremdstoff in die Vakuole ausscheidet und 
es so nicht zu einer Plasmaschaidigung kame, wie dies bei Farbung mit 
Kosin, wo ja auch ein Umschlag stattfindet, der Fall ist. Dort scheint es 
sich um eine Schaidigung des Plasmas zu handeln, die um so eher eintritt, 
je hoher die Giftkonzentration ist, waihrend sich bei Fluoreszein die Zeit 
bis zum Umschlag als unabhangig von der Konzentration des verwendeten 
Farbbades erwies. Nun spielen Sekretionsvorginge zweifellos im natiir- 
lichen Zellgeschehen bei der Vakuolenspeicherung eine wichtige Rolle. 
Arisz (1946—1954) hat auf breiter Versuchsgrundlage dargetan, daB das 
Plasma von Vallisneria aktiv, dem Gefille entgegen, von auBen aufgenom- 
mene Stoffe in den Zellsaft befordert. Auch aktive Sekretion von Farb- 
stoffen aus dem Plasma in die Vakuole wurde schon von mehreren For- 
schern postuliert (vgl. Becker 1936, 8. 444, 450, P. Dangeard 1947, S. 451). 
Nach solcher zu suchen, war geradezu ein Ausgangspunkt unserer Uranin- 
versuche vom Sommer 1953. Es wire auBerdem eines der wichtigsten Ziele 
der Vitalfarbetechnik tiberhaupt, fiir diesen Vorgang der aktiven Stoff- - 
abgabe in die Vakuole einen Modellversuch zu finden. Narkoseversuche 
mit Dinitrophenol, die wir, nach Arisz (1953), an Zwiebelzellen vornahmen, 
verliefen hier zwar negativ, brachten aber doch interessante Ergebnisse. 

Schnitte von Allium cepa und Rumex obtusifolius wurden nach der Far- 
bung mit 1:10.000 Uranin in eine m/10.000 Dinitrophenollésung gebracht. 
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Nach 24 Stunden hatten sie genau so umgelagert wie die in dest. Wasser 
liegenden Kontrollschnitte. Die Umlagerung war’ durch Dinitrophenol 
nicht gehemmt, ob sie verzégert war, soilten die folgenden Versuche klaren. 

Innenepidermen von Alliwm cepa kamen fiir 10 Minuten in Uranin 
1:10.000, pH 4,8. AnschlieBend kamen je 2 Schnitte in dest. Wasser und 
Dinitrophenol m/10.000 (diese Konzentration hatte sich bei unseren Vor- 
versuchen als lebensunschidlich erwiesen). Nach 2 Stunden hatten die 
Schnitte in Dinitrophenol bereits umgelagert, nur im Inneren des einen 
Schnittes war noch eine Insel mit Zellen, die sowohl Plasma- als auch Va- 
kuolenfarbung zeigten. In den beiden Schnitten, die im dest. Wasser lagen, 
hatte noch keine einzige Zelle umgelagert. Nach 24 Stunden war auch hier 
nur mehr Vakuolenfarbung zu sehen, die Schnitte aus Dinitrophenol aber 
waren abgestorben. Dieser Versuch wurde mit gleichem Erfolg noch 6fters 
wiederholt. 

Bei einem weiteren Versuch kamen zwei uraningefarbte Schnitte der 
Innenepidermis von Allium cepa, die auf einem Objekttrager unter Deck- 
glas in Puffer 4,8 lagen, in die feuchte Kammer, zwei Schnitte in ein offenes 
Schilchen mit Pufferlésung pH 4,8 und zwei Schnitte unter Deckglas in 
Puffer pH 4,8, dem ein Tropfen H,O, zugesetzt war. Nach einer Stunde 
hatten die Schnitte unter Deckglas und die aus dem Schilchen noch nor- 
male Plasma- und Kernfarbung. Die Schnitte unter Deckglas, denen H,O, 
geboten war, hatten in vielen Zellen Vakuolenkontraktion, Kerne und 
Plasma erschienen zwar auch noch griin, doch waren bereits simtliche 
Vakuolen griin fluorochromiert. Nach einer weiteren Stunde hatten sie 
fast vollkommen verlagert, eine Plasmafirbung war kaum mehr sichtbar, 
wahrend bei den anderen Schnitten (unter Deckglas und im offenen Schal- 
chen) Kerne und Plasma fluorochromiert waren und noch nichts von 
Vakuolenfarbung zu sehen war. Nach 5 Stunden zeigten die Schnitte unter 
Deckglas noch immer Kern- und Plasmafirbung, die im offenen Schalchen 
hatten bereits griin gefirbte Vakuolen, daneben aber noch immer Kern- 
und Plasmafarbung. Die Schnitte mit H,O,-Zusatz waren abgestorben und 
zeigten keinerlei Fluoreszenz mehr. Nach 24 Stunden war auch in den 
unter Deckglas liegenden Schnitten beginnende Umlagerung zu beobachten. 
Die Zellen der Randpartie hatten schon vollig umgelagert, wihrend im 
Inneren des Schnittes noch Plasma und Kerne stiarker als die Vakuolen 
gefarbt waren. Die Schnitte aus dem offenen Schalchen hatten vollig um- 
gelagert, in Randzellen mit gequollenem Plasma leuchtete dieses noch griin, 
aber auch hier waren die Vakuolen leicht griin fluorochromiert. Tote Zellen 
erschienen dunkel und leer. H,O, scheint also in gleichem Sinne auf die 
Umlagerung zu wirken wie Dinitrophenol. Bei Versuchen an Schnitten der 
Blattunterseite von Platanthera bifolia zeigte sich diese Ubereinstimmung 
besonders schén. Es kamen je ein uraningefirbter Schnitt in Schalchen 
mit Puffer pH 4,8, ein Schnitt in m/10.000 Dinitrophenol und ein Schnitt 
in Puffer pH 4,8, dem einige Tropfen H,O, zugesetzt waren. . Nach 
einer Stunde hatte der Schnitt im reinen Puffer pH 4,8 noch immer 
Plasma- und Kernfairbung, wahrend die beiden anderen Schnitte schon 
vollig umgelagert hatten, nur die Kerne der SchlieBzellen waren noch _griin. 
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Bei weiteren Versuchen wurden Innenepidermen von Alliwm cepa in 
Uranin pH 4,8 gefarbt, dem einmal Dinitrophenol (1 cm* Puffer 4,8, 
8 cm’ Dinitrophenol m/10.000 und 1 cm® Uranin 1:1000), das andere Mal 
H,0, (Uranin 1:10.000, pH 4,8 + einige Tropfen H,O,, 30%ig) zugesetzt 
war. Kontrollschnitte kamen in reine Uraninlésung von pH 4,8. Nach 
10 Minuten Farben zeigten letztere normale Kern- und Plasmafarbung, 
wahrend die Dinitrophenol- und H,O,-Schnitte deutliche Vakuolenkon- 
traktion zeigten und Plasma und Kerne, aber auch die Vakuolen stark griin 
gefarbt hatten. In Zucker gaben sie Konkavplasmolyse mit tiefen Buchten. 
Tote Zellen waren vollig farblos. 

Es zeigte sich auch hier wieder eine deutliche Ubereinstimmung der Wir- 
kung von Dinitrophenol und H,0,. Die Tatsache, daB die Umlagerung in 
Schnitten, die sich unter O,-AbschluB (unter Deckglas) befanden, viel lang- 
samer vor sich ging als in Schnitten, die in offenen Schalchen lagen, ander- 
seits aber der Zusatz von H,O, zu den Schnitten unter Deckglas die Um- 
lagerung wesentlich beschleunigte, la8t auf ma®gebliche Beteiligung der 
Atmungsvorgainge an der Umlagerung schlieBen. Damit wire auch die 
Gleichsinnigkeit der Wirkung von H,O0, und Dinitrophenol etwa in Ein- 
klang zu bringen, insofern Dinitrophenol in niedrigen Konzentrationen, 
die aber die Plasmastrémung (am Schleimpilz Physarum) schon reversibel 
zum Stillstand bringen, die Atmung stimuliert, d.h. den O-Konsum er- 
hoht (vgl. z. B. Allen und Price 1950, p. 399). 

Den UmlagerungsprozeB durch Narkose auszuschalten, ist uns noch 
nicht gelungen. 

SchlieBlich muB hervorgehoben werden, da wohl nicht, wie Déring 
dachte, das Uranin als solches vom Plasma zum Zellsaft verlagert wird. 
Denn es ist permeierfahig. Im Zellsaft gelést, miiBte es bei Dauerwasserung 
durch das Plasma exosmieren und ausgewaschen werden. Wahrscheinlich 
gelangt das Uraninanion, an irgendwelche Stoffe gebunden, in den Zellsaft; 
vielleicht entstehen solche Speicherstoffe als Produkte der Atmung, wie 
dies Drawert (1941, S. 59) fiir die Vakuolenfirbung mit sauren Hellfeld- 
farbstoffen erstmalig angenommen hat. 


III. Vitalfluorochromierung der Pyrenoide 
a) Spirogyra 

Behandelt man einen Spirogyra-Faden mit Uranin, so farben sich stets 
die Pyrenoide mit ihren Starkehiillen zu grellgriiner Fluoreszenz, waihrend 
die Plastiden, denen sie eingebettet sind, in ihrer roten Eigenfluoreszenz 
weiterhin so leuchten wie am unbehandelten Material. 

Diese Elektivfarbung der Pyrenoide ist eine der auffalligsten 
mikrotechnischen Leistungen des Uraninfarbstoffes. Die Spirogyren bieten 
im UV-Licht mit ihren roten Plastidenbandern und griin leuchtenden 
Stairkeherden einen prachtigen Anblick. 

Da die Pyrenoide von zellenmorphologischer Seite eingehend studiert, 
von seiten der Zellphysiologie und Protoplasmatik aber doch noch wenig 
bearbeitet worden sind, sei einiges Allgemeine tiber sie in Erinnerung ge- 
bracht. Vgl. zumal Geitler 1926, Pascher 1927, 8.30, Czurda 1928, 
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Fritsch 1948, p. 65. Als Pyrenoide bezeichnet man gelartige, rundliche 
oder unregelmaBig kantige Gebilde, welche den Plastiden an bestimmten 
Stellen eingelagert oder seltener angelagert sind und EiweiBreaktionen 
geben; sie kommen bei vielen Algen regelmaBig vor, fehlen bei anderen 
und finden sich auBerhalb der Algen im ganzen Pflanzenreich nur mehr 
beim Lebermoos Anthoceros wieder. Bei staérkebildenden Organismen er- 
scheinen sie meist von einer Stairkehiille umkleidet, selten — so nach Ver- 
dunkelung im Hungerzustand — davon entblé6Bt. Werden andere Assimi- 
lationsprodukte gebildet, die auBerhalb der Plastiden gestapelt werden 
(Florideenstirke, Paramylon von Euglena, Ol von Diatomeen), so bleiben 
die Pyrenoide nackt. Umbhiillte Pyrenoide kénnen einheitlich oder zu- 
sammengesetzt, im letzteren Fall zweiteilig oder vielteilig sein. Die Pyre- 
noide vermehren sich oft in leicht sichtbarer Weise durch Teilung; aber 
auch Neubildung innerhalb der Plastiden ist:in vielen Fallen sicher nach- 
gewiesen. 

Am bequemsten zur Untersuchung geeignet sind die stiarkebildenden 
und stirkeumhiillten Pyrenoide der Conjugaten, sowohl der Zygnemales 
als der Desmidiales und Mesotaeniales. 

Uber die Funktion ist mit Sicherheit nur bekannt, daB sie rings um sich 
meist reichlich Starke als Assimilationsprodukt sichtbar werden lassen. 
Man hat die Pyrenoide selbst lange Zeit als Massen von Reserveeiwei8 be- 
trachtet. Nach Geitler (1926) spricht stark gegen diese Deutung ihre Auf- 
lésung bei der Bildung von Fortpflanzungszellen und ihre Reduktion in 
Dauerzellen und Zygoten. Auch kann man eine Vermehrung der Pyrenoide 
beobachten, wenn die Zellen ihre Reservestoffe abbauen und hohe Teilungs- 
frequenz besitzen. — Oft hat man die Pyrenoide als Kondensationszentren 
fiir Starke bezeichnet. Vom Standpunkt der Zellphysiologie liegt die Vor- 
stellung nahe, in ihnen Orte bzw. Organellen der Enzymproduktion zu 
sehen. Auffialligerweise findet sich dieser Gedanke in der cytomorphologi- 
schen Literatur nicht ausgesprochen ; und als Steinecke und Ziegenspeck 
(1928) die Pyrenoide als Speicher fiir Enzyme ansprachen und der Meinung 
Ausdruck gaben, da8 von ihnen bei der Stirkebildung vermutlich aus Pro- 
fermenten die eigentlich starkebildenden Fermente erzeugt wiirden, da 
wurde diese Vorstellung des Pyrenoids als Fermentspeicher von Czurda 
(1929) abgelehnt. Gleichwohl wird man in ihnen Organellen nicht so sehr 
der Enzymspeicherung als vielmehr der Enzymproduktion erblicken miissen. 

Bei der Ausfairbung fixierten Materials reichern die Pyrenoide meist 
Kernfarbstoffe an. Geitler empfiehlt als Fixiermittel u. a. Sublimatalkohol, 
zur Farbung Heidenhains Eisenalaunhimatoxylin und zum Studium des 
Baus zusammengesetzter Pyrenoide Altmanns Saurefuchsinmethode. Vital- 
firbung scheint wenig oder gar nicht angewandt worden zu sein. 

Nun zu unseren Beobachtungen tiber vitale Fluorochromierung. 

Wir brachten erstmalig Anfang Juli 1955 Spirogyra-Watten aus dem 
,, Wasserpark‘‘ an der Donau in Wien-Floridsdorf, welche einbandrige und 
mehrbindrige Arten enthielten, in Uraninlésungen vom pH-Wert 4,8 ver- 
schiedener Konzentration. Verdiinnte Lésungen 1:10.000 und 1:20.000 
firben schén, doch auch 1:5000 und 1:1000 wird gut vertragen. Vor der 
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mikroskopischen Beobachtung miissen die Watten mit Pufferlésung pH 4,8 
oder mit H,O bzw. Standortswasser mehrfach gut ausgewaschen werden, 
damit das Bild nicht durch festhaftende Reste der Uraninlésung im UV- 
Licht verschleiert wird. 

Die Pyrenoide der lebenden Spirogyra-Zellen sind stets grellgriin aus- 
gefirbt, mit ihnen aber auch die Starkehiillen. In toten Zellen, die im 
Tageslichtmikroskop die Pyrenoide in den Plastiden noch bestens erkennen 
lassen, fehlt jede Griinfirbung. Da in stirkereichen Faden die Starke prich- 
tig, ja meist intensiver leuchtet als die Pyrenoidkerne, kénnte man versucht 
sein, das Speichervermégen der Starke als solcher zuzuschreiben. Da die 
Stiirke aber beim Absterben der Zellen doch wohl chemisch unverindert 
bleibt, in getéteten Zellen aber jede Speicherung vermissen lé®t, kann 
offenbar nicht die Starke das speichernde Prinzip sein. 

Die Versuche wurden Anfang November, wenn in Wien nach dem 
sommerlichen Stillstand der Algenfriihling einsetzt, mit reichem Material 
vom gleichen Standort wiederholt. Spirogyra condensata Petit, die jetzt die 
Hauptmasse bildet, ist durchwegs reich an Pyrenoidstirke, eine vielbind- 
rige, spirlich beigemengte Spirogyra sp. (die dann im Spiatherbst bald ver- 
schwindet) hat von Stirke entbl6Bte Pyrenoide: Auch diese zeigen nach 
Uraninbehandlung griine Fluoreszenz. Bei starkeumhiillten Pyrenoiden 
von Sp. condensata war zu erkennen, da die Hiille um so viel lebhafter 
speicherte als der Pyrenoidkern, daB dieser sich dunkel bzw. in matterem 
Griin von der Stiarkehiille abhob. — Beim Absterben verschwindet, wie 
erwahnt, die Griinfluoreszenz. Bei vitaler Plasmolyse bleibt sie unvermin- 
dert erhalten. Bei einem mit Uranin gefarbten und dann in 0,6 KCI plas- 
molysierten sommerlichen Spirogyrenmaterial, welches Faden einer dicken, 
vielbindrigen Art aus dem Wasserpark enthielt, wechselten in einem Faden 
dieser Art lebende griine und tote farblose Zellen. Es wurde Wasser durch 
das Priparat gesaugt. Nach 1144 Minuten dehnten sich die Protoplasten 
aus, nach 24% Minuten war die Plasmolyse fast zuriickgegangen, die Pyre- 
noide der dicken Spirogyra waren noch griin geblieben; aber nach einer 
weiteren halben Minute blaBten viele aus, wobei der ProzefS§ vielfach von 
einem Zellpol her begann. Nach weiteren 2 Minuten waren nur wenige 
Zellen noch mit grellgriinen Pyrenoiden ausgestattet und diese verblieben 
so. Im Hellfeld zeigten manche Zellen, in denen die Plasmolyse nicht zum 
Riickgang gelangt war, Nekroseformen mit noch einigermaBen glatter 
Protoplastenoberfliche, Hechtschen Faden und prallen chlorophyligriinen 
Plastiden; im UV-Licht fehlten nichtsdestoweniger die griin leuchtenden 
Pyrenoide, die Zellen waren tot. Benachbarte Zellen mit griin verbliebenen 
Pyrenoiden sahen im Hellfeld fast schlechter aus. Der prall glinzende oder 
matte Habitus der Plastiden, nach dem man bei Spirogyra den Lebenszu- 
stand zu beurteilen pflegt, geht also nicht véllig Hand in Hand mit griin 
leuchtenden oder erloschenen Pyrenoiden. 

Mehrere Versuche mit anderen, meist einbandrigen Spirogyren verschie- 
dener Herkunft fiihrten zu ebenso prachtigen Fluoreszenzbildern. Stets 
speichern die Pyrenoide mit ihren Starkehiillen das Uranin am lebhaftesten. 
Die Zellkerne werden bei allen untersuchten Spirogyren durch Uranin 
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zur Fluoreszenz gebracht und lassen dann ihre Form gut erkennen. Doch 
macht sich das relative Speichervermégen bzw. die Speicherkonkurrenz 
zwischen Pyrenoiden und Kernen in der Weise geltend, daB bei starker 
Pyrenoidfairbung die Kerne schwach, bei schwacher die Kerne entsprechend 
stirker fluoreszieren. Bevorzugte Kernspeicherung zeigten manche viel- 
bandrige Arten (Abb. 9). Die Zellquerwiande leuchten mitunter in zar- 
tem Griin, waihrend die Lingswiinde bei allen Spirogyren stets ungefarbt 
bleiben. Den Querwanden wird auf Grund ihrer bevorzugten Farbbarkeit 
mit Basenfarbstoffen im Schrifttum z. B. ein bevorzugter Gehalt an 
Pektinen zugeschrieben. 

Nach stirkerer Fluorochromierung erscheinen die Pyrenoide oft durch 
geradlinige griine Streifen verbunden. Es blieb uns anfangs zweifelhaft, 
ob in diesen Fallen das ,,Rinnenplasma“ (Sakamura 1933, Kiister 1937, 
Schindler 1938) oder die Kiele der Plastidenbinder Speicherorte sind. 
Ein zu Ende November untersuchtes Material von Spirogyra condensata 
zeigte dann aber diese Streifen besonders deutlich, iiberall waren in der 
Mediane der Plastiden 
die Verbindungslinien 
zwischen den Pyrenoi- 
den sch6n zu sehen, 
wobei oft mitten zwi- 
schen zwei groBen Abb. 9. Spirogyra sp., der Kernbezirk speichert starker 
Pyrenoiden ein kleines als die Pyrenoide. 
lag, das offensichtlich 
durch Neubildung, nicht durch Teilung entstanden war. Hier muBte 
sich entscheiden lassen, ob das Rinnenplasma oder die Plastidenkiele 
speichern: Starke VergréBerung lieB klar erkennen, da® in der Profil- 
ansicht im Saum der Zellen das Rinnenplasma véllig dunkel geblieben 
war, daB dieses also nicht speichert. Griin ausgefarbt ist die Kiellinie, lings 
der die Pyrenoide angeordnet sind. Manchmal erscheint sie bei gewisser 
Einstellung doppelt konturiert. Bisweilen sind auch seitliche UmriBlinien 
der Plastiden in ganz zartem Griin auszunehmen, sie leuchten aber doch 
nur viel schwacher als die Kiellinien selbst. 

Bei noch starkerer Fluorochromierung erschien bei einigen Materialien 
zarter einbandriger Spirogyren nicht nur der Kern, sondern auch das wand- 
stindige Plasma zu lebhaftem Griin fluorochromiert. Begegnet solche 
Uraninspeicherung im Plasma bei den Spirogyren auch verhiltnismaBig 
selten, so beweist sie doch, da auch das Plasma zur vitaien Speicherung 
grundsatzlich befahigt ist. 

Tétet man mit Uranin fluorochromierte Spirogyren, indem man 50% 
oder 70% Alkohol durch die Praparate saugt, so wird zuniachst die rote 
Chlorophylifluoreszenz verstairkt, wahrend die griinen Pyrenoide noch 
sichtbar sind. Die Griinfarbung verschwindet dann aber rasch. Sie ist 
nach 5 Minuten eben noch angedeutet, bei Anwendung schwiacherer Ver- 
groBerungen fast nicht mehr sichtbar. Das Vergehen der Griinfluoreszenz 
infolge der vom Alkohol bewirkten Denaturierung tritt bei den Spirogyra- 
Pyrenoiden noch besser in Erscheinung als am Alliwm-Plasma. — Ma- 
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terialien von Sp. condensata, die ohne vorherige Fluorochromierung fiir 
3 Stunden in 70°%igen Athylalkohol eingelegt und dann mit Uranin pH 4,8 
behandelt wurden, erschienen, da die schlaffen Faden die Lésung stark fest- 
halten, zuerst diffus getriibt; nach griindlichem Auswaschen wurden die 
Bilder klar, und nun zeigten die geschrumpften Protoplasten nur noch ganz 
zart rote Plastidenbander und manchmal darin kleine grellrote Kiigelchen, 
es war aber keine Spur von griinen Pyrenoiden oder Stirkehiillen zu sehen. 

Auch mit Pfeifferscher Lésung oder verdiinntem Formalin fixierte 
Spirogyren waren ebensowenig mehr durch Uranin zur Griinfluoreszenz 
ihrer Pyrenoide zu bringen wie Zellen, die natiirlicherweise abgestorben oder 
auf andere Art getdétet worden waren. 

Desto iiberraschender war es, als wir ein mit Pikrinsdure fixiertes con- 
densata-Material mit Uranin behandelten und nun doch an den toten Zellen 
schon im Ubersichtsbild alle Pyrenoide als kleine griine Flecken leuchten 
sahen. Lebend fluorochromiert, zeigte das frisch von der Donau einge- 
brachte Material durchwegs prachtig leuchtende Starkehillen. An dem 
durch */, Stunden fixierten und dann 5 Minuten mit Uranin 1:10.000 ge- 
farbten Material lieB sich bei naiherer Untersuchung klar erkennen, daB 
iiberall die kleinen Pyrenoidkerne selbst noch eine mafige, aber auch bei 
starker VergréBerung sehr deutlich sichtbare mattgriine Farbung ange- 
nommen hatten, waihrend die etwas verquollenen Stiarkeh6fe véllig dunkel 
geblieben waren. Vgl. die von Dr. A. Diskus aufgenommene Skizze (Abb. 10). 

Bei Wiederholung des Versuches waren die Pyrenoidkerne wieder deut- 
lich griin herausgehoben, aber weder der Stirkehof noch die Plastidenkiele 
waren im UV-Licht sichtbar. Es ist dies der erste Fall, wo ein durch Fi- 


xierung getdétetes Pyrenoid doch noch zu schwacher Fluorochromierung 
mit Uranin fahig war. 


Es galt weiter, durch sorgfaltige Versuche zu entscheiden, ob die Fluoro- 
chromfarbung der Pyrenoide mit Uranin wirklich vital erfolgt und ob das 
gespeicherte Uranin ohne Schadigung der Spirogyra-Zelle wieder ausge- 
waschen werden kann. 

In einem Versuch vom 14. November wurden frische Spirogyra-Watten 
aus dem Wasserpark in 1:1000, 1:5000, 1:10.000 und 1:20.000 Uranin, 
pH 4,8, je 4% Minute, 2 Minuten und 10 Minuten lang behandelt. Jedesmal 
wurde eine Probe aus den gefarbten Watten im Fluoreszenzmikroskop beob- 
achtet, der iibrige Teil wurde, ohne der UV-Strahlung ausgesetzt gewesen 
zu sein, ausgewaschen, in Standortswasser iibertragen und in diesem 3 Tage 
lang im durchstrémten Kaltwasserbecken des Instituts kultiviert. — Frisch 
nach der Farbung zeigten alle Proben Griinfluoreszenz der Pyrenoide ab- 
gestuften Grades. Wurden die gewiasserten Algen nach 3 Tagen im UV- 
Licht untersucht, so war iiberall die Fluereszenz der Pyrenoide restlos ver- 
schwunden, die Eigenfluoreszenz der Chlorophyllbinder erhalten. Auch 
der der stirksten Dosis (1:1000, 10 Minuten) ausgesetzte Rasen erschien 
lebend. Eine Probe davon wurde nach den 3 Tagen neuerlich 5 Minuten 
lang mit 1:10.000 Uranin gefarbt und im UV-Licht betrachtet. Die Faden 
zeigen wieder grellgriine Pyrenoide, sie leben als ganze oder es bleiben 
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wenige nekrotische oder tote Zellen dunkel und frei von Griin ausgespart. 
Nur manche Faden sind ginzlich tot, haben im Hellfeld geschrumpfte 
Protoplaste und zeigen nur noch ganz schwache rote Restfluoreszenz der 
Plastiden. Bei den lebenden ist die neuerliche Griinfluoreszenz maximal, 
es leuchten auch die querrechteckigen Zellkerne, manchmal wie es scheint 
sogar stirker als an den frischen Faden; die Zellquerwande und selbst die 
Plastidenkonturen sind deutlich sichtbar. 


a b 
Abb. 10. Spirogyra condensata; a lebend, 6 nach Pikrinsiurefixierung 
mit Urania fluorochromiert. (Dr. A. Diskus del.) 


Die Faden der Watte, die am Versuchsbeginn nur 2 Minuten gefirbt, 
darauf durch dreitigige Wasserung entfarbt und sodann neuerlich 5 Mi- 
nuten gefairbt worden ist, sind durchwegs intakt und die Pyrenoide sind 
so gut fluorochromiert wie am erstmalig behandelten Material. 

Die zweimal gefarbten Wasserpark-Spirogyren wurden zur naheren Prii- 
fung des Lebenszustandes auch noch in 0,6 mol Traubenzucker, der im 
Standortswasser gelést war, plasmolysiert. Die Bilder waren nicht optimal. 
Spirogyra condensata (und Sp. gallica) eignen sich ja in gewissen Zustanden 
fiir Plasmolyseversuche nicht gut (vgl. Lenk 1953). Die spiarlich beige- 
mengte vielbaindrige Spirogyra sp. gab auch, nach der ersten Fluorochro- 
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mierung mit 0,6 mol Traubenzucker behandelt, nur ,,bunttote‘‘ Faden. 
Ein Faden wurde ausgezihlt. Er zeigte: 


normal konvexe Plasmolyse: 2, 1, 3, 3, 1, 1, 1, 1, 1, 1 15 
abnormal oder tot: 6, 2, 2, 8, 10, 4, 2, 5, 3, 3, 9 = 54 


Wir zogen es unter solchen Umstinden vor, die plasmolytische Priifung 
an einer anderen, giinstigeren Spirogyra-Art zu wiederholen. Am 17. No- 
vember wurden von den Herren Dr. Url, Dr. Diskus und Fri. L. Fetz- 
mann aus der KotlieB bei Moosbrunn eine um 26 yu breite einbindrige 
Spirogyra eingebracht, die habituell der Sp. varians glich und wahrschein- 
lich zu dieser Art gehdrte (vgl. Lenk 1954). Frisch in mit Standortswasser 
bereitete 0,6 mol Traubenzuckerlésung verbracht, lieBen alle Zellen von 
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Abb. 12. rung zeigte, daB nicht 
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Pyrenoide leuchteten, 

sondern auch viele Kérner und Splitterchen in den Plastiden (Abb. 11). 

Die Zellkerne fluoreszierten schwach, Plasma und Zellwand waren dunkel. 

Wir hatten also ein Spirogyren-Material vor uns, welches reichlich Stroma- 

stirke fiihrte: diese speichert im lebenden Protoplasten das Uranin zu 
ebenso starker Fluoreszenz wie die den Pyrenoiden anliegende Starke. 

Nachdem die Algen 8 Minuten der UV-Strahlung ausgesetzt waren, 
kamen sie zur Plasmolyse in einen Tropfen 0,6 mol Traubenzucker. Durch 
andere gleiche Priparate wurde die Zuckerlésung hindurchgesaugt. Es trat 
normale Plasmolyse ein und fast iiberall fluoreszierten Pyrenoide und Stroma- 
stirke weiterhin dauernd so gut wie zuvor. — Nur einzelne tote Zellen man- 
cher Faden zeigten kein Griin, sondern nur mehr die rote Eigenfluoreszenz 
der Plastiden. In diesen toten Protoplasten ist die Starke im Tageslicht- 
mikroskop unveridndert gut sichtbar: Warum hat sie die Fluorochromier- 
barkeit eingebiiBt ? 


MRI PIN IATL iy 


Abb. 11 und 12. Spirogyra vgl.varians, Pyrenoide und Stro- 
mastirke fluorochromiert. Zellen normal plasmolysiert. 
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Ein in 1:20.000 Uranin gefarbtes, dann in 0,6 mol Traubenzucker plas- 
molysiertes KotlieBmaterial, von dem eine Probe kurz nach der Uranin- 
behandlung und Plasmolyse beste Griinfluoreszenz aufwies (Abb. 12), 
wurde in plasmolysiertem Zustand in 0,6 mol Traubenzucker ausgewaschen 
und dann in einem verschlossenen Flaschchen im Uberschu8 der gleichen 
Lésung 24 Stunden lang belassen; es wurde sodann zuerst im Tageslicht- 
mikroskop, daraufhin in der Fluoreszenz untersucht. Ein Teil der Faden 
von Spirogyra varians zeigte noch voéllig normale konvexe Plasmolyse fast 
von gleichem Grad wie am Vortag; wenige Faden waren tot. Eine beige- 
mengte langzellige Spirogyra sp. mit zartem Plasmaband hatte alle Zellen 
halbkugelig plasmolysiert erhalten. Wir priiften im UV-Licht. Bei beiden 
Arten war die Griinfluoreszenz sowohl der Stirkeherde wie der Stroma- 
starke vollstaéndig verschwunden. Das Uranin war restlos vital herausgelést. 

Watten der Spirogyra varians und Spirogyra sp., die nach der Uranin- 
behandlung in unplasmolysiertem Zustand in Standortswasser zuriick- 
gebracht und darin gehalten wurden, gaben ihr Uranin restlos ab und waren 
nach der Wasserung vollkraftig lebend. 

Auch die Uraninfarbung der Spirogyra-Pyrenoide darf nach solchen 
Erfahrungen wohl als inturbant im Sinne Struggers gelten. 

Die Plastiden der plasmolysierten und auch einige der nicht mehr plas- 
molysierten, nekrotischen Zellen sind im UV-Licht noch blutrot wie in 
frischem Zustand. Als Nebenbeobachtung sei erwaihnt, daB in einem Faden, 
der sonst nur rote Plastidenfluoreszenz zeigte, einige wenige Zellen mit ge- 
schrumpften Protoplasten eingeschaltet waren; an diesen standen einige 
grellgriine Kiigelchen, die kleiner waren als Pyrenoide; sie zeigten im UV- 
Licht das einzige Griin im ganzen Praparat. 

Es sei schlieBlich hervorgehoben, daB bei den Spirogyren eine Um- 
lagerung des Uranins nach dem Zellsaftraum, wie sie im vorigen Abschnitt 
fiir Gewebszellen beschrieben wurde, niemals zu beobachten war. 


b) Andere Algen 


Orientierend gepriiftes Material verschiedener Arten der Zygnemalen- 
Gattungen Mougeotia (Abb. 13) und Zygnema zeigte die vitale Fluorochro- 
mierung durch Uranin so schén wie die beschriebenen Spirogyren. 

Unter den Desmidiaceen gab Closterium lunula (vgl. S. 336) prachtige 
Farbung der grofen, 
tiber Achse und Fliigel 
des Chromatophoren 
verteilten Stirkeherde. 

Diese erhaltenihre Far- 

bung, wenn die Zellen Abb. 13. Mougeotia sp. Pyrenoide fluorochromiert. 
plasmolysiert werden 

— auch wenn nach einer etwas schadigenden Plasmolyse die Pyrenoide 
in die Mittelachse zusammengedringt erscheinen. Gelegentlich sah man 
noch kleine Kiérnchen auBen an den Plastidenfliigeln zart griin fluoro- 
chromiert. Beim Zelltode erlischt die Fluoreszenz. 

Wir priiften im November 1955 noch orientierend die Algen aus acht 

Protoplasma, Band XLVI/1I—4 23 
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anderen, im Institut kultivierten Hochmoormateralien verschiedener Her- 
kunft (zur Methodik vgl. 8. 336). Einige Closterium-Arten lieBen die Pyre- 
noide gut anfirben. Eingestreute Zellen von Closterium striolatum (welches 
nach Héfler und Schindler 1953 mit basischen Farbstoffen nicht vital 
firbbar ist) blieben auch nach der Uranintinktion dunkel im UV-Licht. 
Ob das abweichende Verhalten durch Fluoreszenzléschung der eisenreichen 
Zellmembran, durch gehemmte Permeation der Farbe oder mangelnde 
Farbbarkeit der Pyrenoide selbst verursacht ist, wurde noch nicht untersucht. 

Micrasterias rotata zeigte im UV-Licht im lebhaft roten Chromatophor 
die Pyrenoide nur zart griin gefirbt. Das Huastrwm oblongum unseres Ma- 
terials erschien nur rot, ohne griine Pyrenoidfarbung. 

Unter den beobachteten Mesotaeniales zeigte Cylindrocystis Brebissonii 
eine prachtvoll griine Elektivfirbung der Pyrenoide, die je eines in der 
Achse des Plastiden jeder Zellhalfte liegen. Sie sind lang stabformig oder 
kurz stabformig; auffallig ist ihre ungleiche Linge und Dicke in den Zellen 
desselben Materials. Auch die stabformigen Pyrenoide eines plumpen 
Netrium digitus speicherten das Uranin stark. 

Pyrenoidfiihrende Chlorophyceen wurden erst ganz orientierend beob- 
achtet. Ein Pediastrum (Boryanum s. |.) zeigte in manchen, nicht in allen 
Thalli zart griine Pyrenoide auf rotem Grund, dazu kleine, griine Stirke- 
kérnchen im Chromatophoren. Eine so lebhafte grellgriine Pyrenoid- 
Fluorochromierung mit Uranin, wie sie bei den Conjugaten beobachtet 
wurde, ist uns bei den Chlorophyceen bisher nicht begegnet. 

Ob auch nackte Pyrenoide nicht starkebildender Algen, die ihre Assi- 
milate auBerhalb der Chromatophoren ablagern, mit Uranin fluorochro- 
mierbar sind, bleibt zu untersuchen. 


IV. Besprechung 


Wir stellen auf Grund unserer erweiterten Erfahrungen zunichst die Frage 
nach der Bindungsart des Fluoreszeins im Cytoplasma erneut zur Diskussion. 

Allen Beobachtern muBte die Grundtatsache auffallen, daB nur lebendes 
Plasma nach Fluoreszeinbehandlung griin erstrahlt, totes im UV-Licht 
voéllig unsichtbar bleibt. Wir fragen: Beruht der Unterschied wirklich auf 
mangelndem Vermdgen des toten Plasmas, den Uraninfarbstoff aufzuneh- 
men und festzuhalten, oder beruht er etwa auf Fluoreszenzloschung im 
koagulierten Plasma, wodurch vorhandener Farbstoff im UV-Licht un- 
sichtbar wird? 

Doring (1935) hat ahnliche Effekte auch beim Eosin (und Erythrosin) 
beobachtet. Legte er Praparate aus Alliwm-Hautchen auf eine 0,01%ige, 
schwach saure Lésung von Kosin, so war ,,nach wenigen Sekunden eine 
griinlichgelbe, beinahe weiBe Fluoreszenz von Kern und Cytoplasma nach- 
weisbar ... Abgestorbene Protoplaste leuchteten auB8erordentlich viel 
schwacher als die lebenden in einem schmutzig olivfarbenen Ton, so da’ 
man ohne weiteres den Lebenszustand nach dem Fluoreszenzbild beur- 
teilen konnte“. Dies lie Déring auf eine in beiden Fallen verschiedene 
physikochemische Bindungsweise schlieBen. Im Falle der Eosinfarbung 
zeigten sich allerdings im sichtbaren Licht die toten Zellen ebenso stark 
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oder starker gefirbt, so daB die Unsichtbarkeit im UV-Licht vielleicht durch 
Fluoreszenzléschung durch totes Plasma hatte verursacht sein kénnen. 
Br Br 
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Fiir das lebensunschidlichere, von Brom- und Jodatomen freie Fluores- 
zein liegen die Dinge klarer. Auch da erfolgt Fluoreszenzverlust des Plas- 
mas beim Zelltod, und zwar-noch vollstandiger als beim Eosin. Aber wie 
schon Schumacher an Kiirbishaaren und wir an T'rianea, an alkohol- 
behandelten Zwiebelzellen usw. sahen, wird beim Tode vielfach der Uranin- 
farbstoff im UV-Licht sichtbar abgestoBen. — Vollends aber beim vitalen 
ProzeB der Umlagerung vom Plasma zum Zellsaft verliert das lebende Cyto- 
plasma seine Fluoreszenz. Hier kann nicht Fluoreszenzléschung im Spiele 
sein. Schon Déring hat diesen Schlu8 mit Recht gezogen. Er hatte nach- 
gewiesen, daf ein neuerliches Uraninbad der umgelagerten Zellen deren 
Plasma neuerlich zum Leuchten bringt. Wir miissen mit Déring Fluores- 
zenzlosigkeit des lebenden Plasmas als Farbstofflosigkeit deuten. Was die 
Unsichtbarkeit des toten Plasmas im UV-Licht betrifft, so ist da die Még- 
lichkeit, daB Fluoreszenzléschung beteiligt ist, noch nicht véllig von der 
Hand zu weisen. Der Effekt des Erléschens beim Plasmatod beruht aber 
doch wahrscheinlich zur Ganze, sicher zum GroBteil auf AbstoBung des 
Farbstoffs. 

Es bestatigt sich also die Vorstellung, daB die Fahigkeit zur Uranin- 
bindung ein charakteristischer Unterschied des lebenden Plasmas gegen- 
iiber dem toten ist. 

Was nun die Art der Bindung der Fluoreszeine am Plasma betrifft, so 
haben sich zuerst auf zoologischer Seite Ellinger und Hirt (1929, S. 757) 
folgendermaBen zur Frage geauBert: ,,Die von uns im Tierkérper beob- 
achteten Farbungen bestimmter Zellelemente kénnen also nicht chemischer 
Natur sein, sondern miissen auf den in der lebenden Zelle vorhandenen 
statischen Potentialen, d.h. auf der Anreicherung des Farbstoffes an 
Gewebsanoden im Sinne Kellers beruhen. Das geht auch schon daraus 
hervor, daB im Augenblick, in dem das Leben der Zelle erlischt, d. h. die 
Potentiale vernichtet werden, das Gewebe diffus mit Fluoreszein durch- 
trinkt wird und da8 aus dem toten Organ der Farbstoff durch alle Losungs- 
mittel sofort ausgewaschen wird.“ 


23* 
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Bestimmtere Vorstellungen hat sich Strugger (1938a) gebildet. Er 
hatte nachgewiesen, daB das K-Fluoreszein in strenger Abhingigkeit von 
der Wasserstoffionenkonzentration des umgebenden Mediums gespeichert 
wird. Er nimmt zweierlei Ursachen an. Da saure Farbstoffe im alkalischen 
Bereich der pH-Skala dissoziiert, im sauren in Form undissoziierter Mole- 
kiile vorhanden sind, steht auBer Zweifel, daB bei jeder pH-Stufe nur der 
molekulare Anteil permeieren und intrameieren, d.h. in den lebenden 
Protoplasten gelangen kann; daraus erklart sich, wie bekannt, die zu- 
nehmende Fiarbekraft der Uraninbider mit fallendem pH. AuSerdem 
speichert aber nach Strugger das Cytoplasma den Farbstoff, der zuerst 
die Zellmembran imbibiert, um so starker, je saurer die Reaktion des Plas- 
mas ist. ,,Je nach der adsorbierenden Fahigkeit des Plasmas, die von der 
Wasserstoffionenkonzentration abhangig ist, wird der Farbstoff schneller 
oder langsamer der Membran entzogen und vom Protoplasten adsorbiert.“ 
Auch dieser Faktor spielt sicher eine Rolle. Wir haben diesbeziiglich bisher 
keine speziellen Versuche gemacht, aber manche Beobachtungen, wie die 
verschlechterte Tingierbarkeit des Plasmas nach der (NH,),CO,-Vorbehand- 
lung (vgl. S. 332) werden im Sinne der Struggerschen Annahme verstiind- 
lich, die sicherlich als Teilfaktor ihre Berechtigung hat. 

Strugger schlieBt aber, daB der Farbstoff elektroadsorptiv ge- 
bunden wird. Da an alkoholfixierten Hlodea-Blaittern im neutralen und 
schwach alkalischen Bereich keine Speicherung im Protoplasten zu beob- 
achten ist, laBt sich der SchluB ziehen, ,,daB die Fluoreszeinfirbung keines- 
wegs eine bloBe Durchtrankungsfarbung darstellt, sondern daB der Farb- 
stoff von den positiv geladenen Komponenten der PlasmaeiweiBe im sauren 
Bereich elektroadsorptiv gespeichert wird. Wird der [EP der maBgeblichen 
Plasmakomponente itiberschritten (um pH 5), so ist eine elektrostatische 
Speicherung nicht mehr méglich“ (1938a, 8. 264). — Struggers grund- 
legende Beobachtung, da die jungen Protoplasten aus der wachsenden 
Zone von Elodea-Blattern das K-Fluoreszein weiter in den neutralen bzw. 
schwach alkalischen Bereich hinein kraftig speichern als die Zellen erwach- 
sener Blaittchen, wird durch hodhere Lage des IEP im jugendlichen 
Cytoplasma gedeutet. 

Ein wichtiger Faktor wird mit dieser Vorstellung sicherlich erfaBt. Ist 
aber durch sie das Problem der Bindung der Fluoreszeine im Plasma er- 
schépfend gelést? Nach Héflers Vorbericht iiber unsere Untersuchung 
(1953, S. 464) ,,liegen die Dinge doch wohl komplizierter, als daB die Bin- 
dung des Uranins im Cytoplasma einfach als Elektroadsorption der Farb- 
anionen an positiv geladenen Oberflaichen zu beschreiben wire“. 

Wir haben diese Meinung seither befestigt. Gegen die einfache Deutung 
elektroadsorptiver Farbanionenbindung sprechen folgende Befunde: 

1. Salzgequollenes Plasma ist farbbar (Kappenplasmolyse!). Dort miiB- 
ten aber die Salzanionen die Farbanionen verdrangen und die Festlegung 
an positiv geladenen Plasmaoberflachen verhindern (vgl. S. 328). 

2. Strugger hebt hervor: ,,Durch die Fixierung mit Alkohol wird wohl 
eine Dehydratation der Kolloide erreicht, aber die elektrische Ladung der- 
selben bleibt erhalten (vgl. Pischinger 1926, 1927, Naylor 1926)‘; iiber 
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Erfahrungen in gleicher Richtung vgl. Héfler, Toth, Luhan (1949). Bei 
unseren mitgeteilten Versuchen iiber die Einwirkung von 50%igem und 
70%igem Alkohol auf lebendes Plasma wire also zu erwarten, daB elektro- 
adsorptive Farbung auch am alkoholgetéteten Plasma erhalten bleibt. 
Dieses st68t aber beim Tode die Farbe ab. Hier besteht der Einwand, daB 
der zutretende Alkohol die Farbe herauslést. Doch auch vorher mit Alkohol 
getotetes, dann ausgewaschenes Zellenmaterial speichert nicht oder héch- 
stens schwach nach langem Farbbad. 

3. Zumal der Vorgang der Uraninumlagerung vom Plasma zum Zellsaft, 
dessen weite, ja allgemeine Verbreitung wir erwiesen haben (Abschnitt IT), 
ist auf Grund der einfachen Vorstellung elektroadsorptiver Bindung nicht 
verstindlich zu machen. Sollten die inneren Plasmaoberflachen ihre La- 
dung, ihren elektrostatischen Zustand verandern, d. h. alkalischer werden, 
wenn sie das gespeicherte Fluoreszein nach der Vakuole abgeben? Das kann 
doch durchaus nicht angenommen werden. Der Lebenszustand des Plasmas 
bleibt erhalten und das entfairbte Plasma ist nach dem schon erwahnten 
Befunde Doérings zu neuerlicher Speicherung befahigt, wenn Uranin von 
auBen her neu geboten wird. 

Die Bindung des Fluoreszeins am lebenden Plasma kann also nicht ein- 
fach elektroadsorptiver Natur sein. 

Es diirfte freilich nicht das Farbsaiuremolekiil, sondern das Farbanion 
dank seiner Elektronenkonfiguration Trager der Fluoreszenz sein (vgl. 
Kolthoff 1932, S. 183). Diese Elektronenkonfiguration bleibt aber wohl 
auch in salzartiger Bindung bestehen. 

Man wird heute zuriickhaltender mit der Annahme geladener Ober- 
flichen im Plasmainneren sein. Wir sehen mit Drawert (1948) im Binnen- 
plasma einen recht stabilen, nach auBen reaktionstrigen Eiwei$-Lipoid- 
Komplex, der im Leben in seinen Eigenschaften etwa einem neutralen, 
hydrophoben Lipoid entspricht, da Karboxyl- und Aminogruppen (durch 
Lipoide oder sonstwie) abgeschirmt sind. Beim Absterben wird wahrschein- 
lich die EiweiB-Lipoid-Bindung gesprengt (vgl. Le pesch kin 1938). Dabei wer- 
den viele saure Endgruppen in Freiheit gesetzt, die nun viel Farbkationen 
(basischer Farbstoffe) hauptvalenzmaBig bzw. salzartig binden: Warum, 
so laBt sich fragen, werden nicht auch Farbionen der sauren Fluores- 
zeine an totem Plasma starker gebunden, sondern statt dessen abgestoBen ? 

DaB das Uranin das Plasma nicht nur oberflachlich oder in der Grenz- 
schicht, sondern durch und durch farbt, steht auBer Zweifel. Metzner 
(1924) dem wir eine der altesten fluoreszenzmikroskopischen Studien ver- 
danken, hat die Frage nach Oberflichen- oder Binnenwirkung diskutieren 
miissen. Aber schon Schumacher hebt hervor, da8 das rasche Aufleuchten 
im Plasma eingebetteter Zellkerne nach Kurzfarbung die Binnenwirkung 
beweist, und die direkte mikroskopische Beobachtung bei starkerer Ver- 
gréBerung laBt ja keinen Zweifel, daB das Cytoplasma sich mit Uranin 
durch und durch gleichmaBig belaidt und daB die auBeren Plasmagrenz- 
schichten nicht einmal verstarkt oder bevorzugt tingiert werden. 

Welcherart die Bindung ist, bleibt unbekannt. Die Lésung der Frage 
brachte einen wesentlichen Schritt zur Erkenntnis der Plasmakonstitution. 
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Die Fahigkeit zu dieser Bindung kennzeichnet lebendes Plasma und bildet 
einen charakteristischen Unterschied gegeniiber totem Plasma. Es sind 
zwar die Fluoreszein-Anionen, nicht die Sauremolekiile, die die Fluoreszenz 
veranlassen. Es diirfte sich um eine lockere, vielleicht salzartige Bindung 
handeln: sie wird aber gelést, wenn das Plasma beim UmlagerungsprozeB 
das Uranin nach dem Zellsaft hin abgibt. — Die Lésung der Bindung kénnte 
unter Energieleistung von seiten des lebenden Plasmas erfolgen (vgl. 
Collander u. Holmstr6ém 1937). Die Umlagerung wird ja durch Luft- 
zufuhr, durch Zusatz kleiner H,O,-Mengen gefoérdert (S. 346). Wahrschein- 
licher ist, daB das Uranin an irgendwelchen bei der Plasmaatmung ent- 
stehenden Stoffwechselprodukten fe=iz::ice: {vgl. Drawert 1941, 8.59) und 
in gebundenem Zustand nach der Vukvole hin abgeschieden wird 
(vgl. S. 346). Der Nachweis, du es sich Gaici um eine aktive Leistung 
des Plasmas handelt, ist uns indes noch nicht gelungen. — Es bleibt aber 
dennoch wohl modglich, daB die Uraninviv'..gerung vom lebenden Plasma 
zur Vakuole mit jenen Vorgangen «iver Sekretion, zu deren Kenntnis 
vor allem Arisz’ Untersuchungen an Vallisneria-Zellen beitrugen, manches 
gemeinsam haben; was die gemeinsamen Ziige sind, bliebe festzustellen. 
Wir glauben nicht, das von uns gesuchte vitalfarberische Modell der ak- 
tiven Stoffsekretion bereits gefunden zu haben. 

Wenn die Starkeherde der Conjugaten ihr gespeichertes Uranin beim 
Wassern vital-reversibel wieder abgeben, so kommt es zu keiner Zellsaft- 
fairbung, sondern die Farbe diffundiert in das AuBenmedium: entweder 
fehlen der Zelle spezifische, bei Gewebezellen vorhandene_,,Speicher- 
stoffe‘‘ fiir das saure Uranin oder es fehlt, was wahrscheinlicher ist, die nach 
dem Zellsaft hin gerichtete, dem Cytoplasma eigene Sekretionstiatigkeit. 

Im Zellkern wird nach Strugger das Fluoreszein als saurer Farbstoff 
von der Karyolymphe gespeichert. 


Die Frage, ob es im Cytoplasma gewisse, chemisch zu kennzeichnende 
Komponenten sind, an welche die Fluoreszeine gebunden werden, steht 
naturgemaB noch offen. Metzner hat diese Frage wohl als erster diskutiert. 
Er fand im Modellversuch (1924, S. 516), daB zumal Lezithin durch fast 
alle von ihm gepriiften Farbstoffe, worunter auch Uranin ist, kraftig tingiert 
wird und dann im Fluoreszenzlicht ein farbenprachtiges Bild bietet. Er 
meinte, auf Grund von Versuchen mit Paramaecium, daB die Farbstoffe 
hauptsachlich von den Phosphatiden gebunden wiirden, die damals durch 
Hansteen-Cranner (1922) ins Blickfeld der Zellforschung geriickt waren. 
Man wird heute mehr geneigt sein, an EiweiBstoffe zu denken; was diese 
betrifft, so hielt Metzner zumal die Bindung der Farbstoffe an Tyrosin 
oder tyrosinhaltige Proteine fiir méglich?. 


> Kompaktes pflanzliches Reserveeiwei8 scheint Uranin nicht zu speichern. Wir 
haben beobachtet, daB sich in fluorochromierten Querschnitten von Weizenkérnern 
das Aleuron der auBeren Zellenschicht nicht oder kaum anfarbt, wahrend die Starke 
im inneren Parenchym das Uranin desto lebhafter speichert. Auch bei der Kartoffel 
speichern die im subperidermalen Parenchym gelegenen EiweiSwiirfel nicht. 
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Von modernen Arbeiten iiber Farbadsorption an Eiwei8 méchten wir 
auf eine Studie von Laurence (1952) verweisen, auf die uns die Herren 
Dr. H. Mich] vom II. Wiener Chemischen Laboratorium und Dr. H. Kinzel 
aufmerksam machten. Grillman (1925) hatte gefunden, daB das Serum- 
albumin (im Gegensatz zu anderen Proteinen) auch negativ geladene Farb- 
stoffe binden kann, wenn es selbst negativ geladen ist, wobei diese Adsorp- 
tionsbindung tiber pH 8 rapid abnimmt. Laurence arbeitet nach der Me- 
thode von G. Weber (1952), der gezeigt hatte, daB die unpolarisierte Flu- 
oreszenz von Farbstoffen in eine teilweise polarisierte iibergeht, wenn eine 
Bindung der Farbe an Makromolekiile (Proteine) erfolgt, deren Warme- 
bewegung in Wasser triger ist ala‘cHe ‘der freien Farbmolekiile; aus diesem 
Effekt wird das MaB der jeweiligen Adsorption beurteilt. Die Ergebnisse 
von Laurence (Il. c. p. 179 lassen sich miglicherweise so verstehen, dab 
am Makromolekiil des Serutialbumins Stellen mit positiver UberschuB- 
ladung benachbart zu Orten livité”, die von nichtpolaren (lipophilen) Seiten- 
ketten eingenommen werden. Das’Farbmolekiil wiirde dann etwa in der 
Weise gebunden, da dessen negativ geladene Gruppe an positiv geladenen 
des Makromolekiils, die lipophile Seite an nicht polaren Gruppen festgelegt 
wird. Analoge Vorstellungen werden sich vielleicht beziiglich der Fluores- 
zeinbindung an Eiweif8-Lipoid-Komplexen des lebenden Cytoplasmas aus- 
bauen lassen. — 

Was fir ein relatives Speichervermégen werden nach vital-reversibler 
, Entmengung~ (Germ und Kietreiber 1956) die Komponenten des Cyto- 
plasmas, die eiweiB- und die lipoidreiche, aufweisen ? 


Wichtig zur Klarung der offenen Frage nach der Art der Bindung diirfte 
vor allem die zuerst von Déring beobachtete Tatsache sein, daB gequol- 
lenes Plasma nach Uraninbehandlung die lebhafteste Fluoreszenz 
zeigt. Wir haben Doring bestatigt und haben gefunden, daB die erhéhte 
Speicherkraft gequollenen Plasmas gegentiber normalem allgemeinste Ver- 
breitung hat. Plasmaquellung unter Wasseraufnahme bei verschiedentlich 
ausgeléster Vakuolenkontraktion, bei Alkalisalzeinwirkung, beim Aggre- 
gationsvorgang fordert in gleicher Weise die Speicherung*. Besonders an- 
schaulich verlauft die Uraninspeicherung bei Kappenplasmolyse. Wieweit 
dabei etwa eine Ansdiuerung des Plasmas (acid of injury der Amerikaner) 
ursichlich mitspielt, bleibt zu klaren. Fiir die Kappenplasmolyse hat sich 
ja schon vor langem zeigen lassen (H6fler 1934, S. 80, 1939, S. 553, 573), 
da8B anthokyanfiihrende Kappenzellen nach mehrstiindiger Salzeinwirkung 
ihren Vakuoleninhalt von Lila nach Rotlila oder Ziegelrot verfirben, was 
auf Ansiuerung hinweist, die wohl vom aufgequollenen Cytoplasma her- 


4 Nach Huber (1939 — vgl. Huber u. Rouschal 1938, Crafts 1939, 1949, Rou- 
schal 1941) sind die Siebréhren im Alteren, noch funktionsfaihigen Zustand von 
veraindertem, gequollenem, hydratisiertem Plasma erfiillt. Koénnte nicht auch damit 
ihr starkes Vermégen zusammenhangen, im Farbeversuch Fluoreszeine an sich zu 
reiBen und durch Diffusion rasch weiterzuleiten? Die Mechanik der Ausbreitung des 
Fluoreszeins wire dann wohl ursiachlich anders als die der Ausbreitung der Assimilate. 
— Vgl. aus der umfangreichen Lit. Schumacher 1948, 1950, Bauer 1949, 1953. 


- 





360 K. Héfler, Annemarie Ziegler und Maria Luhan 


kommen muB (vgl. Lepeschkin 1937, 8. 137). Andererseits sind aber auch 
Fille bekannt (Kiister 1938), wo Vakuolenkontraktion mit Blauverfir- 
bung anthokyanhiltigen Zellsaftes Hand in Hand geht. 

Bei vitaler Cytoplasmaaufquellung wird oft eine lipoidreiche Phase an 
der Vakuolenoberflache ausgeschieden, was zur Verstiirkung und Rundung 
der fliissigen Tonoplastenmembran fihrt. Mit allem Vorbehalt sei erwogen, 
ob der mit dieser Entmengung verbundene Entzug einer lipoiden Phase 
und die Erhéhung der Affinitaét zum Fluoreszein in Zusammenhang stehen 
oder Folgen derselben Ursache sind. Das Freiwerden von Valenzen am 
Eiwei8 durch Lésung lockerer Lipoidbindung wiirde nach dieser (noch véllig 
hypothetischen) Vorstellung einhergehen mit erhéhter Hydratation und 
mit der erhéhten Bindekraft fiir Uranin. 

Unsere Beobachtungen haben ergeben, daf die verstirkte Fluorochro- 
mierbarkeit bei vital-reversibler Aufquellung in Erscheinung tritt, in an- 


Abb. 14. Abb. 15. 


Abb. 14 und 15. Im Speicherparenchym der Erbse fluoreszieren die Stiarkekérner, im 
Speicherparenchym der Bohne fluoresziert nach Uraninbehandlung das Grundplasma 
starker. 


deren Fallen aber auch bei sicherlich irreversibel-nekrotischer Verquellung 
des Cytoplasmas. Beispiele stark leuchtender, nekrotischer Zellen gibt jede 
mit Fluoreszein behandelte Spirogyrenprobe. Bei weitergehender Des- 
organisation hért dann das Fluoreszenzleuchten plotzlich auf. Nicht un- 
wahrscheinlich ist, daB dieser Nekroseschritt — den zu prazisieren weiter- 
hin eine Hauptaufgabe sein wird — dem entsprechen wird, was man in der 
alteren Literatur mit breitem Ausdruck als Koagulation des Plasmas be- 
zeichnet hat. Nach Lepeschkin handelt es sich dabei um eine Koagulation 
der EiweiBphase. 

DaB die Stirkeherde der Algen, zumal der Conjugaten, ein besonders 
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starkes Speichervermégen fiir Uranin besitzen, wurde ausfiihrlich beschrie- 
ben. Manches spricht fiir die Annahme, daB es vielfach besonders die Ober- 
flichenschicht an der Grenze von Plastidensubstanz und Starke bzw. von 
Pyrenoidkern und Stirke ist, die das Uranin gierig an sich zieht. 

Daf sich Starkekérner durch Fluoreszeine zu lebhafter Fluoreszenz 
bringen lassen, ist lingst bekannt (Schumacher 1933, S. 692, Déring, 
Haitinger 1938, Eschrich 1953, S. 64, 66 u. a.). Wir fanden, daB sich art- 
verschiedene Stiirke verschieden verhalten kann. Von unseren orientieren- 
den Beobachtungen sei hier erwihnt, da8 sich im Speicherparenchym vom 
Keimblatt aus dem Samen der Erbse (Piswm sativum) die Amyloplasten 
lebhaft anfairben (Abb. 14), waihrend im Speicherparenchym von Phaseolus 
sich das Grundprotoplasma starker anfirbt, so daB die in ihm eingebetteten 
Starkekérner sich dunkel vom lichten Untergrund abheben (Abb. 15). 

Wichtig und iiberraschend ist das verschiedenartige Verhalten lebender 
Plastiden. Meistens bleiben diese im Uraninbad ungefairbt und die griinen 
erscheinen dann im UV-Licht blo8 in ihrer roten Eigenfluoreszenz. Die 
Leukoplasten der Blattepidermis von Platanthera leuchten hingegen leb- 
haft griin, ebenso die Plastiden im Stengelparenchym von T'radescantia. In 
Abschnitt Il wurden weitere Fille beschrieben. Oft speichern nur die 
Chloroplasten der SchlieBzellen, die der iibrigen Zellen nicht. Sollte dies 
mit der lebhafteren Stirke-Zucker-Umsetzung, mit der besonderen Funk- 
tion der SchlieBzellen als ,,enzymatischer Spezialisten‘‘ (Weber 1923) in 
Zusammenhang stehen? Erweiterung unserer Erfahrungen nach dieser 
Richtung ist geplant. 

SchlieBlich sei unserer Beobachtungen kurz gedacht, wonach auch ge- 
tétete Bestandteile des Protoplasten nach Uraninbehandlung im UV-Licht 
noch in schwachem Mae aufleuchten: so die mit Pikrinséiure fixierten 
Pyrenoidkerne (S. 350), das geschrumpfte Plasma von Protoplasten, die 
nach mehrtigiger Zuckerplasmolyse abgestorben sind (S. 326), die Schollen 
im Plasma der Wurzelhaare von T'rianea (S. 335). Aber solche Uranin- 
farbung ist weit matter, hat nur gelbgriinen oder graugriinen Farbton und 
ist rein bildmaBig von der strahlend bliaulichgriinen Farbung lebenden 
Cytoplasmas, lebender Kerne und Pyrenoide stark verschieden. Der Unter- 
schied nach Intensitét und Farbton wird photometrisch zu prizisieren sein. 


Zusammenfassung 


1. Nur lebendes Plasma wird mit Uranin zu griinem Leuchten im UV-Licht 
gebracht. Totes nimmt den Farbstoff nicht an; beim Absterben erlischt 
die typische Fluoreszenz. 


2. Die mattgelbgriine Fluoreszenz, welche manchmal an getéteten Plas- 
mabestandteilen aufscheint, ist mit der strahlend bliulichgriinen lebenden 
Plasmas bildmaBig nicht zu verwechseln. 

3. Die Fluoreszeinbehandlung erhéht bei Alliwm-Zellen die Plasma- 
viskositaét (Konkav- bzw. Krampfplasmolyse), bei anderen Objekten (z. B. 
Trianea) wurde diese Wirkung nicht beobachtet. 
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4. Gequollenes Plasma zeigt durchwegs verstirkte Uraninspeicherung 
und lebhaftere, ja grelle Fluoreszenz. Der Effekt zeigt sich nicht nur am 
Plasma vakuolenkontrahierter Wundrandzellen, sondern auch bei Allgemein- 
kontraktion nach Vitalfirbung mit Basenfarbstoffen, nach Salzquellung 
bei Kappenplasmolyse, am gequollenen Pilzhyphenplasma usw. 


5. Starkes Fluoreszenzleuchten bleibt auch bei irreversibel-nekrotischer 
Verquellung erhalten; es hort dann bei einem weiteren Nekroseschritt 
(Koagulation?) plétzlich auf. 


6. Wenige Zellsorten sind bisher bekannt, deren Plasma lebend mit 
Uranin nicht fluorochromierbar ist (Rhodophyceen). 

7. Déring beobachtete, daB das Uranin nach laingerem Aufenthalt 
tingierter Schnitte im farbstofffreien Milieu vom Plasma nach dem Zellsaft 
verlagert wird. Wir fanden die Erscheinung an zahlreichen Zellobjekten 
wieder. Das Tempo der Verlagerung ist sehr verschieden. Nach Wiisserung 
in H,O oder Wiener Leitungswasser (pH 7,5—7,8) vollzieht sich die Um- 
lagerung meist in gleicher Weise. Nur vereinzelt erfolgt nach Wisserung 
im alkalischen Puffer sogleich Vakuolenfirbung (Listera ovata), wobei 
Plasmafirbung gianzlich fehlt. — Vielfach verhalten sich die SchlieBzellen 
anders als die iibrigen Zellen des Schnittes. 

8. Es verlagert sich nicht, wie Déring meinte, das Uranin als solches. 
Wahrscheinlich wird es — vgl. Drawert 1941 — an Stoffwechselprodukte, 
die bei der Atmung entstehen, festgelegt und in gebundenem Zustand vom 
Plasma nach der Vakuole hin abgeschieden. 

9. Die Pyrenoide mit ihren Starkehiillen werden durch Uranin zu grell 
griiner Fluoreszenz gefarbt (Spirogyra u.a.). Die Farbung verlauft inturbant 
und ist ohne Lebensschidigung auswaschbar. Speichernd wirkt zumal die 
Grenzschicht von Pyrenoidkern bzw. Plastidensubstanz und Starke (Orte 
der Enzymproduktion?). 


10. Lebende Chloroplasten von Bliitenpflanzen speichern meist nicht, 
vereinzelt aber sehr lebhaft. Bei manchen Objekten speichern nur die 
Chloroplasten der SchlieBzellen. 


11. Die Bindung des Uranins im lebenden Plasma kann nicht durch 
einfache Elektroadsorption (Festlegung an positiv geladenen inneren Plasma- 
oberflachen) erfolgen. Dagegen spricht zumal, daB salzgequollenes Plasma 
farbbar, sogar verstarkt farbbar ist; dort miiBten aber die Salzanionen 
die Farbanionen verdraingen und die Farbung blockieren. 


12. Die Mechanik der Fluoreszein-Bindung bleibt unklar. Die Lésung 
der Frage brachte einen wesentlichen Schritt zur Erkenntnis der vitalen 
Plasmakonstitution. Vorstellbar wire etwa, daB die Uraninmolekiile am 
EiweifSlipoidkomplex des lebenden Grundcytoplasmas so gebunden werden, 
daB negativ geladene Gruppen des Farbmolekiils an positiv geladenen des 
Komplexes, nichtpolare an dessen Lipoidkomponenten festgelegt werden. 
Weiter erhebt sich die Frage, ob das Erléschen der Bindungsfihigkeit fiir 
Fluoreszein mit der Trennung von Eiweif und Lipoid beim Plasmatod 
ursichlich zusammenhingt. 
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Uber die Plasmagrenzschichten im Pollenkorn 


Von 
Lothar Hofmeister, Wien 


Mit 3 Textabbildungen 


( Eingelangt am 20. Januar 1956) 


1. Die Mischbarkeit des Pollenkornplasmas mit Wasser 


Der klassische Satz der Lehrbiicher, welcher das lebende Plasma als mit 
Wasser nicht mischbar bezeichnet (Dujardin 1835), wurde von verschie- 
denen Autoren angezweifelt, seitdem Erfahrungen iiber Mikroinjektion von 
Wasser und wisserigen Lésungen in lebendes Plasma vorliegen (Chambers 
1917, 1949; Hofmeister 1950). Chambers beobachtete, da Wasser und 
verschiedene Lésungen, die mittels Mikropipette in das Plasma von Amében, 
Echinodermen-Eiern usw. injiziert werden, sich darin sofort verteilen und 
das Plasma dabei verdiinnen. Das (Binnen-) Plasma ist mit Wasser misch- 
bar, nur die besondere Struktur seiner Oberfliche, die Plasmagrenzschicht, 
verhindert, da es sich auch mit dem umgebenden Wasser vermischt 
(Chambers 1949). An Pflanzenzellen wurde die sofortige Verteilung von 
injiziertem Wasser und Lésungen ebenfalls verschiedentlich beobachtet. 
In meinen eigenen Versuchen nahm der diinne Plasmamantel von Alliwm- 
Protoplasten bei Mikroinjektion von Zuckerlésung bzw. Wasser stark an 
Volumen zu, so daf breite Plasmakappen entstanden. Bis zu einer gewissen 
Grenze der Aufquellung und bei langsamer Injektion mu8 dieser Vorgang 
keine ernste Schidigung bedeuten (Hofmeister 1940). Seifriz (1921) 
machte gegen die Ansicht von Chambers (1917) geltend, da8& das Plasma 
bei Injektion von Wasser nicht normal bleibt, sondern desorganisiert wird ; 
erst Desorganisation und Tod bedingen nach ihm die Mischbarkeit des Cyto- 
plasmas mit Wasser. Lediglich sehr fliissiges Plasma, wie es etwa beim 
Platzen eines Pollenschlauches aus dessen Spitze herausquillt, ist auch nach 
Seifriz mit Wasser mischbar. 

Das Verhalten des vegetativen Pollenkornplasmas beim Austritt in 
Wasser ist bekannt. Die Pollenkérner schwellen durch Wasseraufnahme 
stark an und platzen dann vielfach. Bei Pollen, deren Membran in Wasser 
nicht von selbst platzt, kann der lebende Inhalt durch Mikrodissektion oder 
weniger schonend durch Druck mittels Pripariernadel auf das Deckglas 
zum Austritt gebracht werden. Das austretende Plasma lést sich in Wasser 
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oder in hypotonischen Zucker- oder Salzlésungen (nicht jedoch in CaCl,- 
Lésung) vom Rande her fortschreitend auf, dabei werden vielerlei winzige 
Kérnchen und Trépfchen sichtbar, die teilweise Brownsche Molekular- 
bewegung zeigen und sich gleichmaBig in der Fliissigkeit verteilen. Weder 
im Hell- noch im Dunkelfeld kann dabei eine auBere Grenzschicht oder eine 
bestimmte auBere Kontur wahrgenommen werden (Hofmeister 1950). Man 
kann diesen Vorgang als Mischung zwischen Plasma und Wasser bezeich- 
nen. Da das Wasser in groBer Menge zur Verfiigung steht, mu8 mit der sich 
ergebenden, praktisch unbegrenzten Verdiinnung die Zerstérung der lebenden 
Substanz verbunden sein. Beim umgekehrten Vorgang, der Mikroinjektion 
von Wasser in einen Protoplasten, werden in der Regel begrenzte Wasser- 
mengen in schonendem Tempo eingefiihrt, die dann ohne Schaden aufge- 
nommen werden. Das Plasma normaler, ausdifferenzierter Pflanzenzellen 
verhalt sich beim Austritt in Wasser oder verdiinnte Lésungen ganz anders 
als das Pollenplasma. Sticht man etwa eine Zwiebelzelle mit der Mikronadel 
in hypotonischer Zuckerlésung an, so wird zunichst infolge des Turgor- 
druckes etwas Plasma und Zellsaft entweichen. Das austretende Plasma 
entweicht teilweise in Form von Blaschen, welche noch eine Vakuole ent- 
halten, teilweise bildet es Tropfen ohne eine solche; alle diese kleinen Teil- 
protoplasten kénnen noch eine Zeitlang am Leben bleiben. In der Regel 
bleibt in hypotonischer Lésung noch ein Teil des Protoplasten in der Zelle 
zuriick; schlieBt sich seine Wunde, so bleibt er am Leben. Wenn der Zell- 
saft restlos ausflieBt, koaguliert das Plasma zumeist, d. h. es wird fest und 
stark lichtbrechend. Bekannt sind die Versuche Linsbauers (1933) an 
Chara. Auch da bleibt das austretende Plasma in Wasser oder verdiinnten 
Lésungen am Leben. In allen Fallen wird der aus der Zelle in Freiheit ge- 
setzte Protoplast nur durch das Vorhandensein einer Grenzschicht vor der 
Mischung seines Binnenplasmas mit den umgebenden Fliissigkeiten bewahrt. 
Eine Grenzschichte mit diesen charakteristischen Eigenschaften scheint das 
Plasma der Pollenkérner nicht zu besitzen. 

Das Vorhandensein und die Intaktheit einer duBeren Plasmagrenzschicht 
pflegt durch Plasmolyse kontrolliert und bewiesen zu werden. Wenn es 
richtig ist, daB das Pollenkornplasma keine Grenzschicht besitzt, kann es 
auch nicht plasmolysierbar sein. Allenfalls ware mit der Bildung einer 
semipermeablen Grenzschicht zu rechnen, die unter dem EinfluB der AuBen- 
lésung zustande kommt, etwa durch einen Vorgang, welcher der Anwendung 
von Ca-Lésung zur Herstellung der von Weber (1932, 1934) naher stu- 
dierten surface precipitation reaction entspricht ; allerdings ist nicht immer 
Ca-Salz gegenwartig. Auch eine Verdichtung tiefer reichender Plasmapar- 
tien infolge des Wasserentzuges kime in Frage. 

Die Eigenschaften des lebenden Protoplasmas von Pollenkérnern wurden 
bisher nahezu nur in dem Stadium hoher Wachstumsaktivitat studiert, 
welche mit der Keimung und Pollenschlauchbildung einhergeht. Uber die 
Protoplasmatik der reifen Pollenkérner im Zustand der Ruhe liegen nur 
wenige Beobachtungen vor. Geitler (1937) hat an Pollenkérnern von 
Clarkia elegans die seinerzeit von Beer (1906) fiir Oenothera, Gaura und 
Epilobiwm beschriebene Abhebung des Pollenkornplasmas von der Zellwand, 
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die gegen Ende des Einkernstadiums auch bei schonendster Praparation 
in Paraffinél oder Antherensaft auftritt, niher untersucht und als Reiz- 
plasmolyse gedeutet (siehe auch Kaienburg 1950). Miiller-Stoll (1948) 
hat Plasmolyse des Pollens von Taxus beschrieben, die in 0,6 bis 1,0 mol 
Rohrzucker und 0,6 bis 1,0 mol KNO, erfolgte. Die sehr stark quellende 
Intine dieses Objektes erschwert in mancherlei Hinsicht plasmolytische 
Versuche!. 


2. Plasmolyseversuche an Pollenkérnern 


Das Versuchsmaterial. Die ausdifferenzierten Zellen, die in zell- 
physiologischen Versuchen gewoéhnlich verwendet werden, stellen zumeist 
ein Material von konstanten physiologischen Kigenschaften dar. Bei den 
Pollenkérnern dagegen muB mit einer gewissen Labilitaét der Plasmaeigen- 
schaften gerechnet werden, da sie die Materialreserven und die Enzyme 
fiir den intensiven Wachstumsvorgang der Pollenschlauchbildung in kon- 
zentrierter Form enthalten und sich nur voriibergehend in Ruhe befinden, 
die méglicherweise schon bei der ersten Wasseraufnahme beeintrachtigt 
wird. Das Entwicklungsstadium der verwendeten Pollenkérner entsprach 
dem Entwicklungsabschnitt zwischen dem Ende der ersten Mitose und dem 
Zustand zur Zeit der Bestiubung. Bei allen verwendeten Arten waren es 
zweizellige Kérner. Die generative Zelle lag schon in der charakteristischen 
zweispitzigen Gestalt im Inneren des Pollenkornes. In diesem Zeitraum 
diirfte das vegetative Plasma des Pollenkornes einen ,,Reifungs‘‘prozeB 
durchmachen, in dessen Verlauf es einem immer wasserairmeren Milieu 
gegentibersteht. Unter Wasserverlust wird es dabei mehr oder weniger fest. 
Bei der Entnahme des Pollens aus den Antheren lassen sich gewisse Zustinde 
des Milieus unterscheiden. Die Pollenkérner kénnen im Antherensaft liegen ; 
sie kénnen in der noch geschlossenen Anthere (von der Benetzung mit dem 
nichtwasserigen Pollenkitt abgesehen) bereits trocken (und reif), und sie 
kénnen schlieBlich in der gedffneten Anthere lufttrocken vorliegen. Wenn 
nicht anders bemerkt, handeln die vorliegenden Ausfiithrungen von Material 
der beiden letztgenannten Zustinde. Es wurden vorlaufig itiberwiegend 
Pollenkérner monocotyler Pflanzen verwendet. 

In dem fiir die Versuche gewahlten Stadium enthalten die Pollenkérner 
keine Vakuolen von nennenswerter GréBe. Die Vakuolen, die wahrend 
des Heranwachsens der jungen Mikrospore entstehen (wir folgen Schnarf 
1941, S. 130 f.), sind vor der ersten im Pollenkorn erfolgenden Kernteilung 
bereits stark reduziert. In der Regel sind sie nicht mehr sichtbar, wenn die 
generative Zelle die Verlagerung von der Wand in das Innere des Kornes 
durchgemacht hat. Feststellbar sind dann nur noch die mit Neutralrot 
firbbaren, zerstreuten, sehr kleinen Vakuolen und die kleinen farbbaren 
K6rnchen, die nur einen sehr unwesentlichen Anteil am Gesamtvolumen 
des Protoplasten einnehmen. 


1 Die von Schoch-Bodmer (1936) studierten Pollenkérner von Corylus kénnen 
nicht plasmolysiert werden, da innerhalb der Austrittspforten stark quellbare Intine- 
pfropfen liegen, welche auch in hypertonischen Lésungen der Volumsverminderung des 
Protoplasten durch Quellung folgen, so daB sich das Plasma nirgends ablésen kann. 
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Dangeard (1956) hat in diesem Band eine Ubersicht iiber die verschie- 
denen Typen des Vacuoms der Pollenkérner und iiber ihre Farbbarkeit mit 
Vitalfarbstoffen gegeben. Durch Wasserabgabe der Vakuolen kann eine 

Plasmolyse nach dem Obigen 
also nicht zustande kommen. 
Die Wassermenge, die dem an 
sich schon wasserarmen Plasma 
entzogen werden mu, damit 
eine merkliche Kontraktion 
erreicht wird, kann nur durch 
Entquellung frei werden. Es 
kommt daher auch in recht 
konzentrierten Losungen nur 
zu einer schwachen Verkleine- 
rung der Protoplasten. 
Abb. 1 zeigt Pollenkérner 
einer Bliitenknospe von Knip- 
hofia galpinii? in Paraffin6l (a), 
in 0,5 mol CaCl, (6) und in 
2,0 mol CaCl, (c). Der geringe 
Volumsunterschied der in 0,5 
und 2,0 mol CaCl, plasmolysierten Protoplasten 1iBt erkennen, daB der 
iiberwiegende Teil des Protoplastenvolumens nichtlésender Raum ist. 

Deshalbsind auch Plas- 

molysebeginn und schwa- 
che Plasmolysegrade bis- 
weilen schlecht zu sehen. 
Bei Pollen mit Langsfalte, 
die nicht sehr ausgetrock- 
net sind, ist als Vorsta- 
dium des Plasmolyseein- 
trittes und in Konzentra- 
tionen, die zur Plasmolyse 
nicht ausreichen, das Ein- 
falten des noch runden 
Kornes oder eine Veren- 
gung der  bestehenden 
Falte zu sehen; daraus 
kann auf die Wirkung der 
Lésung geschlossen wer- 
den. 

Plasmolysierbare Pollenkérner. Die zur Untersuchung heran- 
gezogenen lufttrockenen oder reifen Pollen waren mit wenigen Ausnahmen 


2 Knospenlainge 14 mm, Staubblaitter 9 bzw. 5,5 mm (zum Vergleich: offene 
Bliiten sind 20 mm lang, ihre Staubblatter 19 bzw. 20mm). Anthereninhalt bereits 
trocken, die generative Zelle ist noch mehr oder weniger rund. In 0,5 mol CaCl, 
11 Minuten, in 2,0 mol CaCl, 26 Minuten, nach dem Einlegen photographiert. 
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in 0,5 bis 1,0 mol CaCl, plasmolysierbar. Plasmolyse zeigten: Aloe ciliaris, 
Hosta sp., Kniphofia galpinii, Veltheimia viridifolia, Yucca gloriosa; Ga- 
lanthus nivalis, Haemanthus brachyphyllus, Leucojum vernum; Descantaria 
pflanzii, Tradescantia sp. (Glashaus), Zebrina pendula; Taxus baccata. 
Da in Ca-Lésungen sowohl die Bildung einer Niederschlagsmembran an 
der Plasmaoberfliche als auch eine tiefer vordringende Verfestigung des 
Plasmas das Vorhandensein 
einer Grenzschicht vortiuschen 
konnte, wurden auch Plasmo- 
lyseversuche in Zuckerlésungen 
unternommen, die ebenfalls zu 
positiven Ergebnissen fiihrten. 
So wurden in Traubenzucker- 
lésungen von 0,5 mol Pollen 
von Zebrina purpusii, in 1,0 
bis 2,0 mol die von Hosta sp., 
Kniphofia galpinii, Haemanthus 
albiflos, Haemanthus brachy- 
phyllus und in Rohrzucker- 
losungen (1,0 bis 1,5 mol) u. a. 
Agapanthus sp., Hosta sp., 
Haemanthus brachyphyllus und 
jiingere Stadien von Echeandia 
terniflora plasmolysiert. 
Abb. 2 zeigt Pollenkérner von Echeandia terniflora® in Paraffinél (a) und 
plasmolysiert in 1,0 mol Traubenzucker (b) sowie in 1,0 mol Rohrzucker (c). 
Auch in anderen Verbindungen waren Plasmolysen zu erzielen, so in 2,0 
bis 3,0 mol Harnstoff bei Haemanthus albiflos und Haemanthus brachyphyllus, 
in 3,0 mol Glycerin und in 1,0 mol KCl bei Kniphofia galpinii. Die hohen 
Konzentrationen von Glycerin und Harnstoff waren angesichts der hohen 
Durchlassigkeit der Objekte nétig, um iiberhaupt Plasmolyse zu erzielen. 
Plasmolyseformen. Der kontrahierte Pollenkorninhalt behielt, um 
ein weniges verkleinert, zumeist den Umri®B des Pollenkornes bei. In K6r- 
nern mit Lingsfalte erfolgt die Abhebung vielfach zuerst langs der ein- 
springenden Membran, anschlieBend kann sie in allseitige Abhebung tiber- 
gehen. Diese Plasmolyseform verrat eine recht hohe Viskositaét und Kon- 
sistenz des Pollenplasmas und diirfte keineswegs als ,,konvex‘‘ und als An- 
zeiger einer niederen Viskositaét gewertet werden. Bei weniger viskosem 
Polleninhalt ergeben sich auch andere Plasmolyseformen. So sah ich bei 
Pollenkérnern aus noch geschlossenen, jedoch schon fertig entwickelten 


’ Knospe von 4mm Linge, die Pollenkérner liegen noch im Antherensaft und 
die generative Zelle ist noch mehr oder weniger rund; es handelt sich also um ein 
frithes Stadium. Plasmolyseeintritt in beiden Plasmolyticis konkav, nach 6 Minuten 
weitgehende Abrundung. Die Photos sind in Traubenzucker 9 Minuten und in Rohr- 
zucker 13,5 Minuten nach dem Ejinlegen in das Plasmolytikum angefertigt. In 
Traubenzucker waren 29 Minuten nach dem Einlegen alle Zellen, in Rohrzucker 
nach 32 Minuten ca. 40°/, deplasmolysiert. 


24* 
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Antheren Plasmolyseeintritt mit zahlreichen kleinen, konkaven Buchten 
bei Descantaria pflanzii in 1,0 mol CaCl,, bei Haemanthus albiflos in 1,5 mol 
Traubenzucker und bei Kniphofia galpinii in 3,0 mol Glycerin; bei Echeandia 
terniflora gab es in 1,0 mol Traubenzucker und 1,0 mol Rohrzucker eckige 


Abb. 2a. 


bis groBbuchtig-konkave Plasmolysen. Wenn wir versuchen, nach der Plas- 
molyseform auf die Viskositat zu schlieBen (Weber 1924, 1925), miissen wir 


Abb. 2b. 


beachten, daB im Innern dieser Plasmaleiber kein Zellsaft liegt. Das ziheste 
Plasma ist hier wohl dasjenige, welches den ZellumriB weitgehend wiedergibt, 
das fliissigste vielleicht das mit den vielen kleinen Buchten, das zugleich 
eine fiir diese Objekte ungewohnlich starke Adhasion an die Wand zeigt. 
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Lebensreaktionen nach Plasmolyse. Die Verkleinerung des Pro- 
toplastenvolumens beweist fiir sich allein noch nicht, daB eine echte Plas- 
molyse vorliegt, bei welcher der Lebenszustand des Plasmas erhalten ge- 
blieben ist. Deshalb wurde wiederholt Deplasmolyse durch Wasserzusatz, 
nachher auch neuerliche Plasmolyse als Lebensreaktion durchgefihrt, bis- 
weilen dieser Vorgang auch mehrmals wiederholt. 

Pollen aus noch geschlossenen, voll entwickelten Antheren von Aloe ciliaris wurde 
in 1,0 mol CaCl, plasmolysiert — es gab unregelmaBige Abhebung in mehreren gréBe- 
ren Buchten — nach 17 Minuten wurde durch Wasserzusatz deplasmolysiert ; 2—3 Mi- 
nuten spiter platzten die ersten Kérner in Wasser. Darauf wurde in 1,0 mol CaCl, 
neuerlich piasmolysiert — Abhebung rasch und allseitig mit unregelmaBig hiigeliger 
Oberflaiche des kontrahierten Protoplasten — neuerliche Deplasmolyse durch Wasser- 
zusatz bis zum Platzen einiger Korner, nochmaliger Plasmolyseeintritt in 1,0 mol CaCl,. 


Abb. 2c. 


Pollenkérner aus einer jiingeren Knospe von Echeandia terniflora (Knospenlange 
4mm, Staubblattlaénge 3,5 mm), die noch im Antherensaft lagen, wurden in 1,0 mol 
Traubenzucker plasmolysiert, nach 64% Minuten ist Deplasmolyse eingetreten. Da so 
rasche Riickdehnung in Traubenzucker tiberrascht, wurde durch nochmalige Plasmo- 
lyse in 1,0 mol CaCl, der Lebenszustand kontrolliert. 

Pollenkérner aus einer kleinen Knospe von Kniphofia galpinii (Knospenlainge 7 mm, 
Staubblatt 5mm, die generative Zelle liegt schon im Inneren des Kornes, ist aber 
noch rund. Es handelt sich im Vergleich zu den iibrigen Versuchen um ein sehr frithes 
Stadium). In 3,0 mol Glycerin Plasmolyse, 34% Minuten nach dem Einlegen bereits 
Deplasmolyse infolge Permeation. AnschlieBendes Durchsaugen von 2,0 mol Rohr- 
zucker ergab sofortige, buchtig konkave Plasmolyse, die 1144 Stunden spater noch 
bestand. 


Pollenschlauchbildung nach Plasmolyse. Gelegentliche Neben- 
beobachtungen zeigten, da nach Plasmolyse der Pollenkérner zumindest 
in Rohrzucker- und Traubenzuckerlésungen die Keimfahigkeit erhalten 
bleiben kann. So zeigte Pollen von Kniphofia galpinii nach kraftiger Plas- 
molyse in 1,5 mol Traubenzucker nach 24 Stunden 5% der Kérner ge- 
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keimt, mit Pollenschliuchen vom vier- bis fiinffachen Durchmesser des 
Kornes. Pollenkérner derselben Pflanze, die zur Feststellung des osraotischen 
Grenzwertes in Rohrzucker (O g = 0,5 mol Rohrzucker) gebracht wurden, 
zeigten Keimung in 0,5, 0,6 und 0,8 mol Rohrzucker. In 0,6 und 0,8 mol 
bestand Plasmolyse, die vor Beginn der Keimung zuriickgegangen sein 
muB. Bei Haemanthus brachyphyllus keimten nach Plasmolyse in 1,0 mol 
Rohrzucker 50 bis 60% mit Pollenschlauchen von der Linge des fiinffachen 
Korndurchmessers, nach Plasmolyse in 1,5 mol Traubenzucker keimte ein 
Drittel der Korner, der Rest platzte. Es ist klar, daB in diesen Versuchen 
keine optimalen Keimungsbedingungen vorlagen, um so mehr sprechen die 
Ergebnisse fiir die Unschadlichkeit der Zuckerplasmolyse bei diesen Ob- 
jekten. Die Frage, ob nach Plasmolyse mit Salzl6sungen (insbesondere 
Ca-Salzen) oder etwa mit Harnstofflésung Keimung méglich ist, bleibt 
noch offen. 

Nicht plasmolysierbare Pollenkérner. Unter 40 untersuchten 
Objekten war die Mehrzahl plasmolysierbar; bei einigen war tiberhaupt 
keine, bei anderen unter bestimmten Bedingungen keine Plasmolyse zu 
erreichen. 

So war Pollen aus offenen Antheren von Zebrina purpusii (dessen Lebens- 
zustand durch Keimprobe festgestellt wurde) in folgenden Lésungen nicht 
zu plasmolysieren: Glycerin + Wasser im Verhiltnis 2:1, KNO, 1,2 mol, 
Harnstoff 2,0 mol. In 1,0 mol CaCl, kam eine schwache Abhebung zustande, 
Deplasmolyse durch Wasserzusatz gelang jedoch nicht. — FHranthis hie- 
malis, Pollen aus offener Anthere war in 1,0 wie auch in 2,0 mol CaCl, nicht 
zu plasmolysieren. AuBer diesen Fallen, in denen anscheinend Plasmolyse 
iiberhaupt nicht vorkommt, fanden sich andere, wo gewisse Plasmolytika 
nur in sehr hohen Konzentrationen wirksam waren, weil das Plasma iiber- 
raschend hohe Durchlassigkeit zeigte. Teilweise sind es jiingere Entwick- 
lungszustiinde, die immerhin schon die charakteristische zweispitzige Form 
der generativen Zelle zeigen. Solche Beispiele sind: Haemanthus brachy- 
phyllus (Bliite 26mm, Staubblatt 21,5 mm, Antheren geschlossen mit 
trockenem Inhalt; osm. Grenzwert des Pollens ca. 1,0 mol Rohrzucker). In 
2,0 mol Glycerin in einem Fall keine Plasmolyse, in einem anderen Plas- 
molyse und Wiederausdehnung nach 314 Minuten beendet. In 3,0 mol 
Glycerin Plasmolyse und Deplasmolyse nach 4 Minuten beendet. Hier liegt 
einfach hohe Durchlassigkeit vor. Pollen aus jiingeren Knospen derselben 
Pflanze (Knospe 12 mm, Staubblatt 8 mm, Antherensaft) zeigen in 2,0 wie 
in 3,0 mol Glycerin keine Plasmolyse, nachfolgendes Durchsaugen von 
1,0 mol CaCl, ergab jedoch Plasmolyse. Ahnlich verhialt sich lufttrockener 
Pollen von Agapanthus sp., der in 1,2 mol Rohrzucker keine, in 0,5 mol 
CaCl, vereinzelt schwache Plasmolyse zeigte. Dagegen war Pollen aus einer 
geschlossenen Anthere einer offenen Bliite der gleichen Pflanze in beiden 
Lésungen wie auch in 1,0 mol Traubenzucker plasmolysierbar. Ahnliche 
Ergebnisse fanden sich bei Hosta sp. und Echeandia terniflora fiir gewisse 
jiingere Stadien. 

Ergebnis der Plasmolyseversuche. Pollenkérner einiger Arten 
kénnen nicht plasmolysiert werdén. Aus diesem Umstand und dem allge- 
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mein verbreiteten Verhalten des Pollenplasmas in Wasser ist leicht der 
Schlu8 zu ziehen, daB hier keine semipermeable Grenzschicht vorliegt. 
Nicht einmal in CaCl,-Lésung kommt eine Grenzschichtbildung wie etwa 
die surface precipitation reaction zustande. Zahlreicher wurden bei den 
hier tiberwiegend untersuchten Monocotylen die Pollensorten gefunden, 
welche Plasmolyse zeigen. Auch da ist die Art von Grenzschicht, die Plowe 
(1931) Plasmalemma genannt und als hochelastische Fliissigkeit beschrieben 
hat und die bei den meisten Pflanzenzellen vorliegt, nicht zu konstatieren. 
Bei Verletzung flie8t der Inhalt des plasmolysierten Kornes auch in hyper- 
tonischer Zuckerlésung, nur etwas langsamer als in Wasser, auseinander. 
AuBere Partien und Binnenplasma unterscheiden sich in keiner Weise. Die 
Moglichkeit, eine schiitzende Schicht an der Grenzfliche zu bilden, wiirde 
sich bei Denaturierung in Wasser ebenso verraten wie bei normalen Pflan- 
zenprotoplasten, welche Plasmablischen und Kugeln bilden. 
Selbstverstindlich miissen auch beim Pollenkornplasma an der Grenz- 
flache Plasma/Lésung bestimmte Molekiile, vor allem Lipoide angereichert 
sein, die in bestimmter Orientierung vorliegen; die Phasengrenzflache ist 
gewiB auch beziiglich Oberflachenspannung und anderer physikalischer 
Eigenschaften vom Binnenplasma verschieden. Doch ist diese Grenzflaichen- 
struktur hier offensichtlich so schwach ausgebildet und so labil, daB sie 
experimentell nicht nachgewiesen werden kann und nur innerhalb der 
schiitzenden Membran des Pollenkornes Bestand hat. Vielleicht beruht 
die schwache Ausbildung und die Labilitat der Grenzschicht auf dem Fehlen 
einer EiweiBkomponente oder auf vom Normalfall abweichender Gestalt 
und Lange der Polypeptidketten. Das Vorhandensein einer Eiwei$kom- 
ponente neben der Lipoidkomponente in der auBeren Plasmagrenzschicht 
ausdifferenzierter Pflanzenzellen wurde kiirzlich (Hofmeister 1954) als 
vermutliche Ursache der geringen Fusionsfahigkeit nackter, plasmolysierter 
Pflanzenprotoplasten bezeichnet. In einem einzelnen, nicht weiter verfolgten 
Falle konnte ich sofortige Fusion der Pollenkornprotoplasten von Kniphofia 
uvaria beobachten, die durch Zerdriicken der K6rner in Antherensaft frei- 
gelegt und zur Vereinigung gebracht wurden. Die Fusionsfahigkeit spricht 
jedenfalls fiir das Fehlen langgestreckter EiweiBmolekiile. Vielleicht liegt 
in der Oberfliche des Pollenkornplasmas eine Struktur vor, die infolge 
zu schwacher Ausbildung oder infolge besonderer Natur ihrer Komponenten 
bzw. besonderer Anordnung dieser keine nennenswerte Permeabilitats- 
schranke darstellt, und es verdichtet sich nur der auBere Teil des Plasmas oder 
das gesamte Plasma unter dem Einflu8 der hypertonischen Lésungen so weit, 
daB der Zell-Leib zusammenhilt, solange die Festigkeit dieses Systems nur 
hypertonischen Lésungen gegeniibersteht. In verdiinnten Lésungen oder 
Wasser ziehen die léslichen Bestandteile des Pollenplasmas (Zucker) Wasser 
an. Der Volumszunahme durch das eindringende Wasser ist die geringe 
Festigkeit des entquollenen Plasmas oder der entquollenen AuBenpartien 
nicht gewachsen. Hier fehlt eben die Elastizitat des Plasmalemmas, als 
deren Ursache Plowe (1931) die EKiweiBkettenmolekiile bezeichnet hat. 
Die hohe Permeabilitat fiir Harnstoff, Glycerin und sogar fiir die Zucker 
ware bei einem normalen Plasmalemma kaum denkbar und ist mit ein 
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Beweis fiir die vom Normalfall abweichende Natur der Oberfliche des 
vegetativen Pollenkornplasmas. Hier kann man also im buchstiablichen 
Sinne von der Permeabilitét des Plasmas selber sprechen, da die Haut- 
schichten keine Rolle spielen und die ganze Plasmamasse einen einheit- 
lichen Permeationswiderstand aufweist. 

Verschiedene Entwicklungsstadien der Pollenkérner zeigen verschiedene 
Durchlassigkeit. Es wird interessant sein, festzustellen, wie es mit der 
Grenzschicht und der Permeabilitaét der Pollen-Mutterzellen und mit der 
der jungen Mikrospore vor der ersten Kernteilung steht. Meine bisherigen 
Beobachtungen iiber die Verinderungen der Permeationseigenschaften von 
Pollenkérnern im Laufe ihrer Entwicklung sind noch zu liickenhaft, um 
mehr als die Existenz solcher Anderungen festzustellen. Permeabilitits- 
ainderungen mit dem Alter oder dem Entwicklungszustand der Zellen sind 
seit Webers (1930) Versuchen an Spirogyra mehrfach Gegenstand der 
Untersuchung gewesen. Zu einer intensiveren Behandlung der Protoplas- 
matik der zelluliren Entwicklungsprozesse hat Reuter (1955) in ihrer zu- 
sammenfassenden Darstellung iiber die Protoplasmatische Pflanzenana- 
tomie angeregt. 

Zuletzt muB noch gefragt werden, ob das Wort ,,Plasmolyse“ auf die be- 
sprochenen Erscheinungen anwendbar ist, oder ob man eher ,,Entquellung“ 
sagen soll wie Resiihr (1935) bei seinen Permeabilitits- und osmotischen 
Untersuchungen an Fucus-Eiern, die ebenfalls des Zellsaftes entbehren. 
Doch stellt der Vorgang tatsachlich eine Loslésung des Plasmas von der 
Zellwand unter der Wirkung wasserentziehender Mittel dar, entspricht 
also der Definition der Plasmolyse (in der von der Vakuole nicht die Rede 
ist). 

Etwas abweichende Verhiltnisse liegen bei der Plasmolyse in CaCl,- 
Lésung vor. Beim Zerdricken in dieser Lésung sieht man eine kompakte 
Plasmamasse austreten, die sich nicht mehr zerteilt und durch und durch 
gleichmaBig fest ist, das Ca muB also ohne Schranke eingedrungen sein. 
Eine schiitzende Grenzschicht wiirde das Ca vom Binnenplasma abhalten. 
Auch diese Einzelheit spricht gegen die Annahme einer semipermeablen 
Hautschicht. 


3. Die Grenzschicht der generativen Zelle 


Inmitten des vegetativen Plasmas des Pollenkornes liegt die generative 
Zelle*. Es wird allgemein angenommen, da die generative Zelle von einer 
Hautschicht begrenzt ist (s. Schnarf 1941, S. 137). Der Nachweis einer 
solchen Hautschicht diirfte, soweit es sich um das ruhende Pollenkorn 
handelt, mit physiologischen Methoden noch nicht durchgefiihrt worden 
sein. Kostriukova (1941) hat auf das Vorhandensein der Hautschicht 
bei Convallaria majalis (und bei Lilium martagon, Tulipa gesneriana, Paris 
quadrifolia) nur auf Grund eines stark lichtbrechenden Randes geschlossen. 


* Auf die in der Cytologie noch nicht beendete Diskussion tiber das Thema ,,gene- 
rative Zelle“ oder ,,generativer Kern“ ist hier nicht einzugehen, da fiir die vorliegende 
Untersuchung Objekte gewahlt wurden, welche das Plasma der generativen Zelle er- 
kennen lieBen. 
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Im Laufe meiner Versuche konnte ich wiederholt ein Verhalten der 
generativen Zelle beobachten, das als physiologischer Beweis fiir das Vor- 
handensein ihrer Hautschicht oder doch als Demonstration einer solchen 
betrachtet werden kann. Aus Pollenkérnern von Gladiolus sp., welche in 
destilliertem Wasser in der bekannten Weise platzten, wurde die generative 
Zelle herausgeschleudert: sie behielt dabei zunichst ihre schlanke, -zwei- 
spitzige Form. AnschlieBend rundete sie sich zur Kugel, auch ihr Kern 
wurde rund. Es lag also im Wasser ein kleiner Protoplast mit deutlich 
sichtbarer Doppelkontur (Kern, Plasma), der nicht zerging. Rundum zer- 
flo8 das vegetative Plasma des Pollenkornes in der bekannten, schon ge- 
schilderten Art und Weise. Das Verhalten der generativen Zelle bildete 
dazu einen starken Kontrast und erinnerte an das des Plasmas ausdifferen- 
zierter Zellen. Eine gleichsinnige Beobachtung erfolgte an Veltheimia- 
Pollen in 0,3 mol Rohrzuckerlésung, welche mit Zitronensiure leicht an- 
gesdiuert war. An Pollenkérnern desselben Objektes konnte ich beim vor- 
sichtigen Zerdriicken in 1,0 mol Rohrzucker die gleiche Beobachtung 
machen. Auch bei T'radescantia virginiana sah ich in Wasser dasselbe. Hier 
zerplatzte die generative Zelle eine Minute nach ihrem Austritt in das 
Wasser, wieder im Gegensatz zum Zergehen des vegetativen Plasmas. 

Unter dem Einflu8 der hohen Konzentration diverser Plasmolytika 
nimmt der Wassergehalt des vegetativen Pollenplasmas, also des Milieus, 
in dem die generative Zelle liegt, betrachtlich ab und die Konzentration 
der darin enthaltenen gelésten Stoffe entsprechend zu. In etwa 5% der 
Beobachtungen an plasmolysierten Pollenkérnern sah ich Bilder, welche 
der theoretisch durchaus denkbaren Plasmolyse der generativen Zelle inner- 
halb des vegetativen Plasmas entsprachen. Die generative Zelle war ein 
wenig kontrahiert, das vegetative Plasma diirfte sich aber auch seinerseits 
von der urspriinglichen Lage an der Wand der generativen Zelle zuriick- 
gezogen haben, so da8 ein ,, Vorraum“ entstand, der mit Fliissigkeit erfiillt 
sein muBte. Diese Erscheinung sah ich z. B. bei Aloe ciliaris und bei 
Haemanthus in 1,0 CaCl,, bei Agapanthus sp. in 2,0 mol CaCl,. Bei Eche- 
andia terniflora sah ich an Pollenkérnern jiingerer Antheren, in welchen die 
generative Zelle noch rund war, aber doch schon im Innern des Pollen- 
kornes lag, bei Plasmolyse des Kornes in 1,0 mol Traubenzucker eine kon- 
kave Bucht in das Plasma der generativen Zelle hineingewélbt, bei Hae- 
manthus brachyphyllus abnliches in Harnstoff (2,0 mol) und in KCl (1,0 mol). 

Abb. 3 zeigt ein Pollenkorn aus einer jungen Bliite von Haemanthus 
brachyphyllus®. Es war nach 48 Stunden Aufenthalt in 1,5 mol Rohrzucker 
noch immer plasmolysiert. Durch Wasserzusatz wurde Deplasmolyse ein- 
geleitet und anschlieBend in 2,0 mol CaCl, neuerlich plasmolysiert. Die Ab- 
bildung zeigt den konkaven Plasmolyseeintritt in CaCl, und einen hellen 
Saum um die generative Zelle, der die Abhebung ihres Plasmas vom iib- 
rigen Pollenkornplasma anzeigt. Man erkennt kleine konkave Buchten. 


5 Lange der Bliitenknospe 12,5 mm, Staubblattlinge 7,2 bzw. 8,5mm (zum 
Vergleich: ausgewachsene Bliite 28 mm, Staubbliatter 18 bzw. 22 mm). Die genera- 
tive Zelle war zumeist noch rund, nahm aber bei langerem Aufenthalt in der Rohr- 
zuckerlésung die charakteristische zweispitzige Form an, die in der Abbildung vorliegt. 
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Geitler (1935) stellte fest, daB die zwei verschieden groBen Plasma- 
portionen der generativen Zelle und des vegetativen Plasmas bei ihrer Ent- 
stehung Kerne mit gleichen Chromatinmengen erhalten. Spater verandert 
sich der vegetative Kern im Sinne einer Vermehrung der Kerngrundsub- 
stanz, so daB die Kern-Plasma-Relation erhalten bleibt. Zur Frage, ob 
zellphysiologisch faBbare Eigenschaften des Plasmas vom Kern oder in 
welchem Ausmaf sie von seinen Komponenten beeinflu8t werden, diirfte 
der protoplasmatische Vergleich der beiden von einer und derselben Zelle 


Abb. 3. 


abstammenden Plasmaportionen des Pollenkornes einen Beitrag leisten 
kénnen. Es bleibt allerdings abzuwarten, ob die vergleichende Erfassung 
mehrerer dieser Eigenschaften methodisch gelingt. 


Zusammenfassung 


Das vegetative Plasma der Pollenkérner ist mit Wasser mischbar. Dieser 
Umstand ist der Tatsache zu verdanken, daB es keine Grenzschicht besitzt, 
welche dem Plasmalemma der durchschnittlichen Pflanzenzellen mechanisch 
oder physiologisch gleichwertig ware. 

Pollenkérner verschiedener Pflanzen lassen sich aus diesem Grunde nicht 
plasmolysieren. 

Zahlreicher sind die Pollensorten, welche in Anelektrolyt- und Salz- 
lésungen trotzdem plasmolysiert werden kénnen. Auch da scheint keine 
dem Plasmalemma gleichwertige semipermeable Membran vorzuliegen. 
Die extrem hohe Permeabilitét mancher Pollenkérner und mancher Stadien 
von solchen fiir Anelekrolyte und besonders fiir Traubenzucker entspricht 
diesen Verhialtnissen. 


Die generative Zelle besitzt ein echtes Plasmalemma. 
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1. Einleitung: Problemstellung 


Mit einer Verschiebung der Auflésungsgrenze um mindestens zwei 
Zehnerpotenzen wird das Elektronenmikroskop eine ganze Generation von 
Forschern beschaftigen, wenn der neuerschlossene Bereich auch nur 
einigermaBen gemustert werden soll. Fest steht aber schon heute, daB die 
Struktur nicht an der Auflésungsgrenze des Lichtmikroskops endet, sondern 
noch den kleinsten Bausteinen der Materie eignet. Pioniere dieser Feinst- 
strukturforschung wie Frey-Wyssling fordern heute bereits den Briicken- 
schlag von der ,,Submikroskopischen Morphologie zur Molekularchemie. 
Zumal die Virusforschung kann bereits auf bewundernswerte Erfolge in 
der chemischen Identifizierung elektronenmikroskopisch abbildbarer Struk- 
turen hinweisen. Es geniigt, auf den Nucleinsiiurefaden zu verweisen, auf 
dem die gelochten Proteinscheibchen des Virusmolekiils aufgereiht sind 
(Schramm und Mitarbeiter). 

Neben dieser Ozeanfahrt in ganz neue Dimensionen scheint uns eine 
Forschungsrichtung mit bescheidenerer Zielsetzung vertretbar, welche — 
um im Bilde zu bleiben — in Sicht der alten Kiiste segelt. Wir meinen 
damit Untersuchungen, welche die vom Lichtmikroskop bekannten Struk- 
turen mit verhaltnismaiBig schwachen elektronenmikroskopischen Ver- 
gréBerungen iiberpriifen und dabei Dinge klarlegen, welche fiir das Licht- 
mikroskop an oder bereits jenseits der Auflésungsgrenze lagen. Als friihe 
Beispiele dieser Aufgabenstellung sei die Weiterfiihrung der Untersuchun- 
gen tiber den Feinbau der Diatomeenschale, des klassischen Testobjektes 
fiir das mikroskopische Auflésungsvermégen, durch Kolbe und G6lz sowie 
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Helmcke und Krieger und iiber den Feinbau der Schmetterlings-Fliigel- 
schuppen durch Kinder und Siiffert (1943) sowie Kiihn (1946) erwahnt. 

Im Bereiche der Pflanzenhistologie, auf welche sich unsere weiteren 
Ausfiihrungen beschrinken werden, boten sich die Siebzellen und Sieb- 
rodhren mit ihrer tiberaus feinen Siebtiipfelung der Lingswinde zuerst fiir 
eine solche elektronenmikroskopische Nachpriifung des lichtmikroskopischen 
Grenzbereiches an. Diese natiirlichen Poren und Diinnstellen konnten nach 
Aufhellung in Javellscher Lauge an gewohnlichen Freihandschnitten oder 


Abb. 2. Cuticulare Diinnstellen in den 
Hydropoten von Victoria regia. 7500 x 
(Original 5000 x). Nach Volz. 


> «a | 3” Bhe we 
Abb. 1. Siebfelderung der Liangs- 
winde einer Siebréhre von Betula. 
3600 x (Original 1200 x). Nach 
Volz. 


einfachen Mikrotomschnitten unter- 
sucht werden (Huber und Kolbe 
1948, Volz; Abb. 1). Auch mit Chrom- 
siure abgeléste Kutikeln sind zum Teil 
unmittelbar durchstrahlbarund 
foérderten im Bereich der Hydropoten 
lichtmikroskopisch unsichtbare Diinn- 
stellen in gesetzmaBiger Verteilung zu- tigliel mit ,Pevimiteeliienumg’. Ail 
tage (Volz; Abb. 2; vgl.auch Moura- Replica-Abdruck. 2400 x (Original 
vieffsowie Bringmannund Kihn). 1600 x). Nach Volz. 

Die weitaus iiberwiegende Mehr- 
zahl histologischer Objekte ist aber fiir eine Elektronendurchstrahlung 
viel zu dick. Zur Uberwindung dieser Schwierigkeit sind zunaichst mannig- 
fache Abdruckverfahren geradezu raffiniert weiterentwickelt worden. Auch 


Abb. 3. Abdruck zweier Fichten-Hof- 
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wir haben in dieser Hinsicht einige Erfahrungen gesammelt und u. a. auf 
einfachen Polystyrolabdriicken die Perimizellierung (,, Knopflocheinfassung ‘‘) 
der Hoftiipfel sch6n zur Anschauung bringen kénnen (Volz, Abb. 3; vgl. 
auch Bock, welche die Zuverlissigkeit der Abdriicke mit Hilfe auch 
direkt durchstrahlbarer Objekte sozusagen eichten). Die schénsten Ab- 
druckbilder in unserem Bereich hat wohl Liese von der Fadenauf- 
haingung des Hoftiipfeltorus veréffentlicht. Trotzdem bleibt das Abdruck- 
verfahren — wie der Streit um die Struktur der HoftiipfelschlieShaut 
zwischen Liese und Mitarbeitern einerseits, Frey-Wyssling und 
Bosshard anderseits zeigt — schon deswegen ein Notbehelf, weil es auf 
keinen Fall mehr als die Oberflaichenskulptur wiedergeben kann. 

So erkannte man bald, daB die Méglichkeiten des Elektronenmikroskops 
auf unserem Gebiete nur durch eine entsprechende Weiterentwicklung auch 
der Schneidemethoden wirklich ausgeschépft werden kénnen. Da fiir die 
geforderten Schnittstarken unter 0,1 1 Mikrometerschrauben schon wegen 
ihres toten Ganges ausscheiden!, bedient man sich bei den neuen ,,Ultra- 
mikrotomen“ vorzugsweise des thermischen Vorschubs (Niheres im 
methodischen Teil). Auf der 5. Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft fiir 
Elektronenmikroskopie in Innsbruck, September 1953, zeigte der Schwede 
Sjostrand ein solches Ultramikrotom hoher Leistungsfahigkeit (Schnittdicke 
ca. 20 mu), das durch die Firma LK B-Produkter, Fabriksaktiebolag, Stock- 
holm, serienmaBig in den Handel kommt (Preis ca. DM 5000.—). Es empfahl 
sich fiir histologische Untersuchungen durch die bisher beste Auflésung des 
Lamellenbaues in den Chloroplasten, der auf den Prospekten der 
Firma in 65- und 200tausendfacher VergréBerung wiedergegeben wird 
(vgl. auch Leyon und D. von Wettstein) und bald auch durch die Abbil- 
dung der seit Jahrzehnten geforderten Ultrafilterporen in der Plasma- 
membran, zunachst allerdings nicht der schwer ablésbaren Cytoplasma-, 
sondern der Kernmembran, bei der die Poren auf Tangentialschnitten in der 
Flachenansicht, auf Radialschnitten im Schnitt erfaBt werden konnten 
(Afzelius 1955). 

Durch eine Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft 
kamen im Herbst 1954 auch wir in den Besitz eines solchen Ultramikrotoms. 
Wir wollten es zuniachst gleich in den Dienst der Holzstrukturforschung 
stellen, fanden es aber bald angezeigt, zur Schonung des Priazisionsgerates 
mit weicheren Objekten zu beginnen. So konzentrierten wir uns auf das 
aus allen botanischen Praktiken woiiibekannte Blatt der Christrose 
(Helleborus niger). Die schénsten Bilder lieferten dabei die Diinnst- 
schnitte durch den Spaltéffnungsapparat. Sie scheinen uns 
eine wiirdige Geburtstagsgabe fiir Friedl Weber, in dessen reichem 
Forschungsrepertoire die Anatomie und Physiologie des Spaltéffnungs- 
apparates einschlieBlich seiner Nebenzellen zeitlebens einen Vorzugsplatz 
eingenommen hat. 


1 Steffen und Walter haben bei ihren Untersuchungen tiber den Feinbau von 
Chloro- und Chromoplasten mit einem verbesserten Minotmikrotom bemerkenswerte 
Erfolge erzielt. 
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2. Methodik 
a) Fixierung und Einbettung 


Als Ausgangsmaterial zur spiteren Anfertigung der Diinnstschnitte 
wurden etwa 4 cm lange und 1—2 mm breite Liangsstreifen aus dem Blatt 
der Christrose zwischen den Fingern oberflaichenparallel roh halbiert und 
die oberen und unteren Blatthalften getrennt sofort unter der Luftpumpe 
in zweiprozentiger Osmiumsdure fixiert. Die oberen Hialften ent- 
halten neben der spaltdffnungsfreien oberen Epidermis hauptsichlich 
Palisadengewebe, die unteren Halften die untere Epidermis mit den Spalt- 
éffnungen sowie Schwammgewebe. 

Nach vierstiindigem Aufenthalt in der Osmiumsiaure, welche das Gewebe 
in einer fiir die spiteren Verrichtungen willkommenen Weise schwarzt, 
wird mit Wasser ausgewaschen, die Alkoholreihe hochgefiihrt und schlieB- 
lich der absolute Alkohol nach und nach durch ein Gemisch von 90% Meth- 
acrylsiure butylester, 10° Methacrylsauremethylester und 1% Benzoyl- 
peroxyd ersetzt. Auf diese Weise laBt sich die Harte des spateren Poly- 
merisates etwas variieren: Je mehr Methacrylsiuremethylester, desto 
harter wird das Polymerisat. Nach einigen Tagen kommen die Blattstreifen 
aus dem bisherigen monomeren Methacrylsiuregemisch in ein neues Ge- 
misch, das bei ca. 60 Grad auf Honigdicke vorpolymerisiert worden ist, und 
zwar wird jeder einzelne Streifen in eine eigene Gelatinekapsel gebracht, 
die mit diesem vorpolymerisierten Gemisch angefillt ist. Wir verwenden 
die zur Verabreichung von Arzneien iiblichen Capsulae operculatae 
(= Deckelkapseln), und zwar die GroBe Nr. 3 (ca. 5 mm lichter Weite, 
15mm Lange) der Firma Parke, Davis & Co., Detroit, Mich., U.S. A. 
(1000 Stiick DM 14.50). Je zwanzig solche gefiillte Kapseln kommen senk- 
recht in entsprechend vorgebohrte Holzklétzchen und werden zur endgiil- 
tigen Polymerisation bei 25 (bis héchstens 30) Grad in den Brutschrank 
gestellt. Bei dieser relativ niedrigen Temperatur erfolgt innerhalb von 
zwei bis drei Tagen eine langsame und gleichmaBige Polymerisation, wah- 
rend die Polymerisation bei hGheren Temperaturen leicht zu stiirmisch unter 
Entwicklung sehr stérender Gasblasen vor sich geht. Das Endergebnis der 
Polymerisation ist die als Plexiglas bekannte Masse, die in unserem Fall 
durch einen maBigen Anteil von Methacrylsiuremethylester auf etwas 
weicherer, schneidbarer Konsistenz gehalten wird. 

Wir schulden Herrn Dr. Wetzstein vom Institut fiir Histologie und 
experimentelle Biologie unserer Universitat (Direktor: Prof. Dr. Romeis) 
besonderen Dank dafiir, daB er uns die bei einem Aufenthalt bei Sjéstrand 
in Stockholm sowie durch eigene Untersuchungen gewonnenen Erfahrungen 
so selbstlos mitgeteilt und uns dadurch eine Menge ,,Kinderkrankheiten* 
erspart hat. 


b) Zurichtung zum Schneiden; Mikrotomieren 


Wenn ein Objekt in so diinne Schnitte zerlegt werden soll, wie es die 
Elektronendurchstrahlung verlangt, miissen seine Abmessungen soweit als 
irgend méglich beschrankt werden. Es ist gar nicht daran zu denken, etwa 
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den ganzen Inhalt einer Gelatinekapsel? in Diinnstschnitte zu zerlegen®, es 
mu8 vielmehr ausschlieBlich die Stelle, auf die man es abgesehen hat, dem 
Mikrotommesser freigelegt werden. Das geschieht zweckmafigerweise 
durch Zuschneiden einer vierseitigen Pyramide unter dem Pripa- 
riermikroskop (Abb. 4, 5). Anzustreben sind Pyramiden mit einer qua- 
dratischen Grundfliche von etwa 50 x50 yu 
und einer Steilheit von beiderseits etwa 
45 Grad, so daB die Spitze der Pyramide einen 
Winkel von 90Grad oder etwas weniger 
bildet. Die Spitze der Pyramide soll die ge- 
wiinschte Zelle oder Zellgruppe enthalten 
(die Feststellung wird durch die Schwarzung 
der Objekte durch die Osmiumsiurefixierung 
in dem sonst glasklaren Plexiglas wesentlich 
erleichtert). Wenn das Mikrotommesser dann 
von der Spitze her mit der Abtragung der 





o 


Abb.4/5. Plexiglas-Pyramidemit Abb. 6. Schnittserie aus dem Palisadenge- 
; webe von Helleborus, 900 « (Original 600 x ). 


osmiumsiaurefixiertem Blatt- 
streifen von oben (12 x) und ’ : : 
von der Seite (7,5 x). Der Diinnstschnitte beginnt, entstehen Schnitt- 
Durchmesser des Plexiglaszylin- bander, deren einzelne Schnitte etwa das 
ders, aus dem die Pyramide Format 25x25 yu besitzen (Abb. 6). Sobald 
geschnitten wurde, betrigt rund die Schnitte entsprechend dem Offnungs- 
5mm. winkel der Pyramide wesentlich groBer wer- 
den, muB das Mikrotomieren abgebrochen 
und die Pyramide nachgeschnitten (,,nachgetrimmt‘‘) werden. Bei dieser 
Gelegenheit kann man die Schnittfiithrung auch auf etwas andere Stellen des 
Objekts verlagern. 


Zum Mikrotomieren kommt das Objekt in einen Messinghalter mit 


2 Die Kapsel selbst wird bei der Zurichtung zum Schneiden entfernt. 

3 Nach einer miindlichen Mitteilung von Herrn Dr. Klima (Zoologisches Institut 
der Universitat Innsbruck) ermdéglicht das Sittesche Ultramikrotom der Firma Reichert 
heute bereits Schnittgr6Ben von 2 x 2mm. 
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einer der Kapselgré8e entsprechenden Bohrung. Beziiglich des Mikrotoms 
sei im wesentlichen auf die Prospekte der Firma verwiesen. Unter der Kon- 
trolle eines Binoculars wird die Pyramidenspitze dem sorgfaltig vorbereite- 
ten Messer genahert, die Heizung eingeschaltet, welche den thermischen 
Vorschub des Objektes bewirkt, ebenso die Rotationsbewegung, welche das 
Objekt alle Sekunden an der Messerschneide vorbeifiihrt. Die dabei abge- 
tragenen Schnitte gleiten in ein bis zur Messerkante reichendes Wasserbad 
(+ 20% Alkohol), in welchem sich die mikroskopisch kleinen Schnittbander 
strecken kénnen. Von Zeit zu Zeit werden die gewonnenen Schnitte bzw. 
Schnittbinder mit Hilfe von ,,Objekttragern“, feinsten Kupfernetzen von 
ca. 3mm Durchmesser, die schon vorher mit feinsten Formvarfolien iiber- 
spannt wurden, aufgefischt. 

Entscheidend fiir die Giite der Schnitte ist die Beschaffenheit des Mes- 
sers, dessen Pflege einen groBen Teil des gesamten Arbeitsaufwandes er- 
fordert. Wir arbeiten vorlaufig noch nicht mit den vielfach empfohlenen 
Glasmessern, sondern wie Sjéstrand selbst mit Rasierklingen (Marke Schick, 
USA.). Die Klingen werden auf einer planen Spiegelglasplatte mit feinstem, 
in Wasser aufgeschlimmtem Aluminiumoxyd 5—10 Minuten vorsichtig 
poliert. AnschlieBend wird die Giite und GleichmaBigkeit der angeschliffenen 
Facette unter dem Auflichtmikroskop kontrolliert, und die besten Stellen 
werden zur spiteren Verwendung markiert. Die Pyramide wird dann auf 
diese besten Stellen orientiert. 


c) Elektronenmikroskopie 


Die auf den Objekttriger angetrockneten Schnitte kénnen bereits im 
Lichtmikroskop (am besten Phasenkontrast) auf das Vorhandensein der 
gesuchten Bezirke vorsortiert werden. Zur eigentlichen Beobachtung kom- 
men sie dann in das Elektronenmikroskop. Wir arbeiteten diesmal haupt- 
sichlich mit dem vom zweiten Autor konstruierten ,,Kleinmikroskop“ 
(Kinder 1953), das mit OriginalvergréBerungen von 600 und 3000 arbeitet. 
Auch die Beobachtung auf dessen Leuchtschirm hat nur orientierende Be- 
deutung. Die feinsten Einzelheiten erscheinen erst auf den feinkérnigen 
photographischen Aufnahmen, welche von allen einigermaBen interessanten 
Stellen angefertigt werden. Sie gestatten ohne weiteres mehrfache Nach- 
vergréBerungen. Bei den Abbildungen ist neben der VergréBerung der 
Wiedergabe stets die OriginalvergréBerung der Aufnahme mit angegeben. 

Zur Arbeitsverteilung sei noch gesagt, daB der erste Autor hauptsachlich 
fiir die Gesamtplanung, Ziegenspeck fiir die Praparation einschlieBlich 
Schneiden der Pyramiden, Frau Obermiiller fiir das Mikrotomieren und 
Kinder fiir Elektronenmikroskopie und photographische Aufnahmen ver- 
antwortlich ist. 


3. Befunde 
a) Mesophyll 


Bevor wir mit unseren Pyramiden auf die einschichtige Epidermis und 
ihre Spaltéffnungen ,,zielten‘‘, begannen wir orientierend mit Schnitten 
durch das michtigere Grundgewebe des Mittelblattes (Abb. 7—9): Im 


Protoplasma, Band XLVI/1—4 25 
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plasmatischen Wandbelag einer Palisadenzelle erkennt man sofort die la- 
mellierten Chloroplasten, zum Teil mit den durch Osmiumsiure geschwarz- 
ten Olkugeln (Abb. 8), wie sie auch der Prospekt des Sjéstrand-Ultramikro- 
toms abbildet. Die kleineren strukturierten Scheibchen sind wohl Quer- 
schnitte durch Sphairosomen. Die Grenze gegen die Vakuole wird durch 
eine deutliche Tonoplastenmembran markiert. 

Gegeniiber diesen kontrastreichen Strukturen wirkt die Wand enttiu- 
schend flau. Nur auf sehr hartem Kopierpapier gelingt es stellenweise, die 
auf dem Leuchtschirm nicht beobachtbare oberflichenparallele Schichtung 
herauszuarbeiten (Abb. 9). Selbst die Querschnitte durch Erlenholzfasern 
(Abb. 10) zeigen auBerhalb der dunklen Mittellamelle keine Schichtung; die 
feine, tiber die Zellgrenzen hinweggehende Streifung beruht auf Ungleich- 
heiten des Messers. Offenbar liegen Cellulose, Lignin und Plexiglas in der 
elektronenoptischen Dichte einander so nahe, daf das Micellargefiige un- 
sichtbar bleibt. Hier wird man durch geeignete ,,Farbungen‘‘ (Schwer- 
metalleinlagerungen) weiterzukommen trachten. Hepton, Preston und 
Ripley haben neuerdings das Plexiglas mit Amylalkohol + Amylazetat 
herausgelést, Liese (miindliche Mitteilung) das Lignin durch gelinden Zell- 
stoffaufschlu8 beseitigt; Frey-Wysslings Schiiler Meier la8t die Mem- 
branen durch holzzerstérende Pilze teilweise abbauen. Wir selbst wollten 
erst einmal erkunden, wie weit man ohne solche zusiatzlichen MaBnahmen 
kommt. 


b) Epidermis und Spaltéffnungen 


Mit einiger Ungeduld richteten wir unsere Pyramiden nunmehr auf die 
interessanteren Strukturen der unteren Epidermis. Die Praparation ge- 
lang nicht ohne weiteres, weil an der Cuticula der Zusammenhalt von Plexi- 
glas und Objekt mehrfach zu wiinschen iibrig lieB und sich Spaltflachen 
auftaten, welche das Schneiden unméglich machten. SchlieBlich hatten 
wir aber doch Gliick und wurden durch die nun folgenden Bilder 11—19 
belohnt. 

Wir beginnen gleich mit dem Medianschnitt durch eine Spalt- 
offnung (Abb. 11 und 15): Das dreieckige Lumen der beiden SchlieBzellen 
zeigt lamellierte Chloroplasten und den Zellkern. Die Membran ist beider- 
seits der Zentralspalte besonders kompakt, gegen die Cutinleisten des Vor- 
hofes dagegen auffallend lakunés. Es handelt sich hier um jenen Bezirk, 
fiir welchen bereits Strugger ein leicht gangbares Intermicellarsystem ge- 


Abb. 7. Palisadengewebe von Helleborus mit lamellierten Chloroplasten, Sphairosomen, 
Zell- und Tonoplastenmembran. 12.000 x (Original 3000 x ). 
Abb. 8. Zwei Chloroplasten mit osmiumgeschwarzten Lipoidkugeln. 9000 x (Ori- 
ginal 3000 x ). 
Abb. 9. Zellwand starker vergr6Bert, mit oberflachenparalleler Schichtung. 30.000 x 
(Original 5000 x ). 
Abb. 10. Markstrahl (Mitte, leicht getiipfelt) und Holzfasern von Alnus im Querschnitt. 
Die Sekundirwinde lassen keine Feinstruktur erkennen (die iiber die Zellgrenzen hin- 
weggehende Parallelstreifung entspricht der Messerbahn). 6000 x (Original 1600 x ). 


25* 
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Abb. 11. Helleborus-Spalt6ffnung, Medianschnitt. 2250 x (Original 600 ~x ). 
Abb. 12/13. Dieselbe Spalt6ffnung, Polansichten. 1350 x (Original 600 x ). 
Abb. 14. Ausschnitt von Abb. 11 links, staérker vergréBert (seitenverkehrt): Innen- 
cuticula der Atemhoéhle. 6750 x (Original 3000 x ). 


fordert hat, weil im Saftstrom aufsteigende fluoreszierende Farbstoffe ge- 
rade hier zuerst an der Oberflaiche erscheinen und die Vorhofleisten zum 
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Leuchten bringen. Seine Voraussage wird durch die elektronenmikroskopi- 
schen Aufnahmen aufs schénste bestitigt. Die riumliche Verbindung 
dieses intermicellaren Hohiraumsystems bleibt im einzelnen noch aufzu- 
klaren; nach unseren Schnittbildern scheint die lockere Micellierung unter 
der AuBencuticula gegen die Riickwand zu streichen, wo sie irgendwie An- 
schluf8 an die Intermicellarraume der Antiklinen (s. u.) gewinnen diirfte. Zur 
Vorsicht mahnt die Tatsache, daB sich auf Abb. 11, 12 und 15 in der linken 
SchlieBzelle zwischen der Mittellamelle der Riickwand und den kompakten 
Verdickungsschichten ein leerer Spaltraum auftut, der den Eindruck eines 
Schrumpfungsartefakts macht. Trotzdem méchten wir das von Mikro- 
fibrillen durchsetzte Hohlraumsystem unter den Cutinleisten fiir natiirlich 
halten, zumal da es sich auf allen unseren Aufnahmen in ganz ahnlicher 
Ausbildung wiederholt. 

Wohl das Auffallendste an den SchlieBzellen ist die gefaltelte Cuticula, 
welche Vorhof, Zentralspalte und Atemhodhle auskleidet. Die Vor- und 
Hinterhofleisten erscheinen nur als die stirksten Wellen dieser Faltelung. 
An der Zentralspalte scheinen die Falten der beiden SchlieBzellen manchmal 
fast zahnradartig ineinanderzugreifen, wie das schon Haberlandt fiir die 
Palme Nipa fruticans abgebildet hat. Im Elektronenmikroskop tritt das 
nun fiir jedermann tiberzeugend und photographisch belegbar zutage. Noch 
nie so schon sichtbar gemacht werden konnte auch die cuticulare Ausklei- 
dung der Atemhohle; in dieser Hinsicht bestatigt das Elektronenmikroskop 
die sorgfailtigen Angaben von Arzt (1933) und Scott (1950). Neu diirfte 
dabei die Feststellung sein, da die im Elektronenmikroskop (vielleicht 
durch lipophile Osmiumspeicherung) deutlich dunkler erscheinende Cuticula 
nur eine bereits in der Grundsubstanz vorhandene Filtelung iiberkleidet, 
die danach keinesfalls als Schrumpfungsartefakt zu betrachten ist. 

Eine etwas ratselhafte Struktureigentiimiichkeit sind die in beiden 
SchlieBzellen und auf allen Schnitten einigermaBen spiegelbildlich erschei- 
nenden schwarzen Striche, die aus der Nahe der Hinterhofleiste gegen das 
Lumen streichen und sich vor seiner Erreichung bisweilen gabeln. Bei 
der linken SchlieBzelle der Abb. 11 umgreift diese Kontur das Lumen ven- 
tral und zieht gegen die Vorhofleiste weiter. Der Elektronenmikroskopiker 
hat bei solchen dunklen Stellen zunachst den Verdacht einer bloBen Faltung 
der Schnitte. Eine solche liegt z. B. in Abb. 16 rechts vor, wo die Cuticula 
nach der Faltstelle etwas versetzt weiterlauft. Die Faltstelle selbst erscheint 
dunkler, weil der Elektronenstrahl die dreifache Schichtdicke zu durch- 
setzen hat. Bei den dunklen Linien in den SchlieBzellen kann es sich aber 
keinesfalls um ein so plumpes Artefakt handeln, denn die gekriimmt und 
nicht gerade verlaufenden Linien finden sich in etwas pendelnder Lage auf 
allen Schnitten; sie sind auch viel zu dunkel, als daB es sich um bloBe Fal- 
tung handeln kénnte. Sie lassen sich nachtraglich auch lichtmikroskopisch 
im Phasenkontrast gut beobachten. Wir haben den Eindruck, da8 es 
sich um Tiipfelkanadle handelt, welche von osmiumgeschwarztem Plasma 
dicht erfiillt sind. [hre elektronenoptische Dichte entspricht nimlich genau 
den unten zu schildernden Plasmodesmen der EpidermisauBenwinde wie 
auch des Hautgelenks. Das Vorkommen auf fast allen Schnitten laBt die 
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Méglichkeit offen, das es sich um spaltformige Tiipfel handeln kénnte, was 
an oberflichenparallelen Schnitten iiberpriift werden muB. Wie wir nach- 
triiglich bemerken, hat schon Schumacher (1942, 8. 553) gesehen, ,,daB 
sowohl von der AuBenseite, dem Vorhof, wie auch vom Hinterhof und der 
Atemhéhle her stabférmige Linien in das Lumen der SchlieBzellen hinein- 
fiihren‘‘. Er hat diese Strukturen schematisch abgebildet und als Plasmo- 
desmen gedeutet. Eine zentripetale Gabelung wie auf unseren SchlieBzell- 
bildern hat Schumacher in gewohnlichen EpidermisauBenwanden beob- 
achtet und mikrophotographiert (S. 541, Fig. 12; tiber zentrifugale 
Gabelungen s. u.). 

Abb. 12 und 13 zeigen dieselbe Spaltéffnung im Polschnitt, wie er im 
weiteren Verlauf der Schnittserie erfaBt wurde: Im auslaufenden Spalt ver- 
ebbt die Cuticularfaltelung. 


ss 3 


Abb. 15. Dieselbe Spalt6ffnung wie Abb. 11, etwas seitwirts der Mediane getroffen. 
Vergr6Berung wie Abb. 11. 


Kehren wir wieder zum Medianschnitt zuriick, so verdient auch der 
Anschlu8 der SchlieB- an die Nebenzellen Beachtung: Das Bewegungs- 
spiel der SchlieBzellen wird bekanntlich durch ein ,,Hautgelenk“, eine 
scharnierihnliche Diinnstelle in der AuBenwand der Nebenzellen, erleich- 
tert, die auf Abb. 11 und 15 gut zu sehen ist. Auf Abb. 11 ist in der linken 
SchlieBzelle ein machtiger, von osmiumgeschwarztem Plasma erfiillter 
Tiipfel getroffen, der bereits auf einem der nachsten Schnitte (Abb. 15) 
fehlt. Solche Befunde zeigen, wie aktiv das Plasma ins Bewegungsspiel 
eingreift und passen zu dem von Strugger und Weber (1926) entworfenen 
Bild eines Stoffwechsel-Antagonismus zwischen SchlieB- und Nebenzellen 
(vgl. dazu auch die neueste Darstellung der Spaltéffnungsmechanik durch 
Stalfelt im Handbuch der Pflanzenphysiologie). In Flachenansicht 
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ist das Hautgelenk als besonders diinner Streifen iibrigens bereits 
von Volz (1952, Abb. 15) elektronenmikroskopisch abgebildet worden: 
auf ihren Cuticularabziigen haften Cellulosefibrillen in der von Ziegen- 
speck sen. schon polarisationsoptisch erschlossenen radialen Anordnung. 
Eine solche Radiomicellierung begiinstigt das auf tangentialer Dehnung 
und Schrumpfung beruhende Bewegungsspiel (Ziegenspecks ,,Micellar- 
Dehnungssatz‘‘). 

Die iibrige Epidermis (Abb. 16—19) besitzt ein von Plastiden freies 
Lumen und eine dicke AuBenwand. In dieser ist eine von der Streichrich- 


Abb. 16—18. Plasmodesmen in EpidermisauBenwanden; in Abb. 17 ist eine am Pla- 
stideninhalt kenntliche SchlieBzelle gestreift ; diese besitzt besonders viele Plasmodes- 
men. 1350 x (Original 600 x ). 

Abb. 19. Ansatz einer Antikline an die EpidermisauBenwand mit Andeutung inter- 
micellarer Riume. 4500 x (Original 3000 « ). 


tung des Messers abweichende oberflachenparallele Schichtung andeutungs- 
weise zu erkennen und verdient an méglichst noch diinneren Schnitten 
weiteres Studium. Fiir besonders wichtig halten wir die Feststellung, daB 
die AuBenwinde in ziemlich regelmaBigen Abstainden von osmiumgeschwarz- 
ten Plasmodesmen durchsetzt sind. Hat es doch einiges Aufsehen erregt, 
als Lambertz 1954 ihr regelmaBiges Vorkommen behauptete. Die elek- 
tronenoptischen Aufnahmen lassen nun keinerlei Zweifel an der Richtig- 
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keit seiner Beobachtungen. Sie bestiatigen auch seine Angabe, daf sich 
die Plasmodesmen nach auBen bisweilen gabeln (auf unserer Abb. 16 die 
dritte Plasmodesme von links, auf Abb. 18 die zweite von rechts) und daB 
sie keineswegs vor der Cuticula enden, sondern auch diese bis mindestens 
knapp unter die Oberflache, vielleicht sogar ganz durchsetzen. Da®B auch 
die Innenwinde gegen das Schwammgewebe von solchen Plasmodesmen 
durchsetzt werden, war zu erwarten. 

Besonderes Augenmerk verdienen noch die Ansitze der antiklinen 
Wiinde an die AuBenwande. Uber ihnen haben ja Buscalioni und Pol- 
lacci eine Triibung von aufgepinselten Kolloidumhautchen beobachtet, 
welche sie submikroskopische Austrittsstellen intermicellarer Raiume ver- 
muten lieBen. Der Antiklinenansatz auf Abb. 19 1é8t nun in der Tat ein 
solches intermicellares Hohlraumsystem andeutungsweise erkennen. Die 
Erscheinung verdient weiter verfolgt zu werden, wobei wir uns besonders 
von oberflaichenparallelen Schnitten weitere Aufschliisse erwarten. 

Alles in allem hat die elektronenmikroskopische Betrachtung der Spalt- 
offmungen in der Hauptsache Dinge verdeutlicht und bestitigt, welche 
nach licht- und polarisationsmikroskopischen Beobachtungen bereits ver- 
mutet worden waren. 


Zusammenfassung 


Mit Hilfe des Sjéstrandschen Ultramikrotoms gelang die Anfertigung 
von Diinnstschnittserien durch die Spaltéffnung von Helleborus. An Hand 
der Aufnahmen werden beschrieben: AuBen- und Innencuticula, Membran- 
bau, besonders intermicellare Hohlraumsysteme in den Cutinleisten und 


Antiklinen, Tiipfel bzw. Plasmodesmen in SchlieBzellen, Hautgelenk und 
EpidermisauBenwand. 
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Water permeability of the plant cell can be measured by several 
methods, among which the plasmometric technique developed by Hifler 
(1918, 1930) has so far found the widest application and been used most 
generally. The rate of change in the volume of the plasmolysing or de- 
plasmolysing protoplast gives a basis for the calculation of water perme- 


ability. This method requires conditions which permit exact estimation 
of the surface and volume of the protoplast at an arbitrary stage, and also 
conditions under which the resistance to osmosis of structures other than 
the protoplast in question is negligible. In order to improve the above 
conditions required for the plasmometric method, Levitt, Scarth and 
Gibbs (1936) conducted a series of experiments on isolated protoplasts. 

As to the methods involving plasmolysis, however, we are not sure 
whether or not the values obtained from plasmolysed protoplasts represent 
the normal state of permeability to water. Furthermore, the mechanical 
effect of distention or contraction of the protoplasmic surface accompany- 
ing the change in the cell volume may not be neglected. This is because 
in the process of deplasmolysis, the protoplasmic membrane must get 
thinner, or must be made de novo from protoplasmic components other 
than the membrane as the surface area is forced to increase, and in the 
process of plasmolysis the reverse is the case. 

The situation being such it would certainly be of significance were there 
methods of determining water permeability without subjecting the cell to 
plasmolysis and without changing the surface area of the protoplast during 
the experiment. Some attempts were made along this line. Using a giant 


* Dedicated to Professor Friedl Weber on the occasion of his 70th birthday. 


1 The present work was supported in part by a Grant-in-Aid for Fundamental 
Scientific Research from the Ministry of Education. 





N. Kamiya and M. Tazawa: Studies on Water Permeability 395 


cell of Tolypellopsis, Palva (1939) succeeded in following the movement 
of water out of the cell from the change in cell density. The technique 
used by Pal va is unique, but we cannot expect a high accuracy from his 
method. Besides it is also inconvenient for physiological work. 


Application of isotopic water has many advantages in attacking 
problems on the water permeability of the cell. Thus using heavy water 
HDO, Wartiovaara (1944) measured the velocity of self-diffusion of 
water between the inside and the outside of the cell of Tolypellopsis. It is, 
however, to be noticed that the condition under which Wartiovaara’s 
experiment was performed is different from that of the other experiments 
involving measurement of volume changes in that in the former there was 
no osmosis through the protoplasmic membrane while in the latter osmosis 
was invariably involved. 

In the present paper, we should like to report a new method for the 
measurement of permeability of the cell to water and some experiments 
performed by it which will provide a basis for further physiological work 
in this field. In our experiments water is allowed to enter the cell at one 
end as much as it is allowed to escape from the other so that practically 
the volume of the protoplast is not altered. 


I. General Features of Transcellular Movement of Water under Os- 
motic Gradient 


When two ends of a single plant cell are bathed in external media 
he ing different osmotic pressures, it is expected that water enters the cell 
at the part facing lower osmotic pressure and escapes at the other part 
facing higher osmotic pressure. This is due to the local difference in the 
net suction tension, which is also known in terms of “diffusion pressure 
deficit (DPD)” or “osmotic potential difference.” in one and the same cell. 
That this is really the case was demonstrated by Osterhout (1949 a, b) 
using the internodial cell of Nitella. As reported by him, the transcellular 
movement of water is readily observable by the particles suspended in the 
cell sap which carries them. 


An impressive visualization of the phenomenon is also to be had by an 
experiment in which the vacuole of the internodial cell or, even better, of 
the rhizoidal cell of Nitella is stained with some basic dyes. If the cell. 
the sap of which is stained homogeneously with neutral red, is subjected 
locally to the external media of unequal osmotic pressures, we see that the 
movement of water carries the dye with it so that the colour becomes 
lighter at the end where water enters and deeper at the end where water 
escapes. An experiment of this kind was first performed by Osterhout 
(1949 a) who used brilliant cresyl blue as a staining agent. The difference 
in concentration of the dye between the two halves of the cell is brought 
about as water enters the cell and dilutes the sap at one end (a in Fig. 1), 
and goes out to the external medium at the other end (b in Fig. 1) leaving 
behind the solutes within the cell. The result is that the dye is diluted at 
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the part where endosmosis takes place and concentrated at the part where 
exosmosis occurs as shown diagrammatically in Fig. 1. 

It may be reasonable to assume that this is also true for the native 
solutes of the cell sap. As a matter of fact Kamiya and Kuroda 
(1956), who measured the osmotic pressures at the endosmotic and 


Fig. 1. The state of an inter- 
nodial cell of Nitella (dia- 
gram) stained with neutral 
red when the left end (a) of 
the cell is bathed in water 
at A and the right end (b) 
of the cell is bathed in 
sucrose solution (0.2 M) at B. 
The concentration of the dye 
in the vacuole on the sucrose 
side (b) increases while that 
of the water side (a) decreases 
as the water enters the cell 
at the left end and leaves it 
at the right end. Arrows 
show the direction of trans- 
cellular osmosis. 


exosmotic sides by the method of incipient 
plasmolysis after strangulating the cell, de- 
monstrated quantitatively the polar concen- 
tration changes of the cell sap. Thus, for in- 
stance, when one half of the cell was bathed 
in water and the other half was bathed in 
0.2M sucrose solution, the osmotic pressures 
at the cell end where water enters and at 
the cell end where water escapes were shown 
to be 0.18M and 0.34M respectively after 
15 minutes. The difference in the osmotic 
pressure at the two ends of the cell naturally 
depends upon the difference between the 
osmotic pressures of the external media 
bathing the two ends of the cell. 

Some attempts to measure the volume of 
water entering at one end of the cell and 
escaping from the other, were made _ by 
Osterhout (1949a,b). But the pheno- 
menon was not fully studied. The purpose of 


the present work is to measure exactly the 
volume of water involved in transcellular osmosis under the above con- 
ditions and to analyse the phenomena with the hope that the technique 
developed by us gives a new precise means for the study of water per- 
meability of the cell. 


II. Material and Method 


The experiments were performed in internodial cells of Nitella flexilis. 
The material, which was originally supplied by the Botanical Garden of 
Kyoto University, was cultivated in big glass vessels containing tap water 
and soil at the bottom. The cells, 4—5 cm. long, were freed and immersed 
in tap water for at least one day prior to the experiment. 


a) Principle of the Method. 


In order to determine the volume of water passing through a cell, we 
used a modified type of the double-chamber volumeter originally developed 
by Kamiya (1944, 1950) for the volumetric study of the protoplasmic 


streaming in the myxomycete plasmodium. Fig. 2 is a diagrammatic re- 
presentation of the chamber consisting of two compartments A and B. 
The internodial cell is placed across the partition wall so that the two 
halves of the cell, a and b, are in compartments A and B respectively. The 
seal at the partition wall has to be made water-tight without the cell being 





Studies on Water Permeability of a Single Plant Cell 


397 


damaged. As seen in Fig. 2, compartments A and B are connected with 
each other by a fine glass capillary having an air bubble (i) which serves as 


an index marker. Under such an arrange- 





ment, when the osmotic pressure of the 


solution in Bis made higher than that of A, 
water will start going into the cell at a 
and coming out at b. The amount of water 
thus transported through the cell from A 
to B or vice versa will be represented by 


the shift of the air bubble (i) in 


capillary. 


b) Double-Chamber Volumeter for 


Osmosis Measurements. 


In order to carry out such an ex- 
periment actually, a glass chamber was i 


made which is shown in 
Fig. 3. It consists of two 
detachable halves left (A) 
and right (B), which are to 
be joined by a tight-fitting 
major cock at the center (P) 
and a joint (j) at the left 
end of the capillary. The 
water-tight sealing of the 


latter is secured by a heavy 


rubber tubing. The major 
cock (P) of the B half is 
provided with another 
minor cock (p) placed in 
its interior on which there is 
a narrow groove running 
longitudinally. The groove 
on the minor cock is 6mm. 
in length, 0.6mm. both in 
depth and width, which size 
is just sufficient to embed 
the internodial cell. The 
internodial cell is placed 
across the central cock with 
a small amount of vaseline 
in such a way that the two 
halves of the cell are in A 
and B without leaving pas- 
sage for water. After this 








Fig. 2. The diagrammatic re- 
presentation of the double- 
chamber volumeter set with an 
internodial cell of Nitella. The 
two ends of an internodial cell 
a and b are placed in compart- 
ments A and B respectively; 
: index bubble. 


the 









































Fig. 3. The double-chamber volumeter for 
measuring transcellular osmosis. Two detachable 
halves of the volumeter, A and B, are fitted 
together at the major cock (P) and at the 
joint (j). A minor cock (p), on which a narrow 
groove (g) is carved longitudinally for an inter- 
nodial cell to be inlaid, is fitted in the major 
cock. Stop-cocks C,, C:, C; and C, are in the 
measuring positions. i: index bubble. The 
chamber is not set with a cell. Cross section 
of the major and minor cocks are shown right 
below. 


procedure the left half (A) of the chamber is fitted over the right half at 


the major cock (P) and the junction (j). 


We have thus a closed double- 
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chamber, which is divided by a central minor cock set with an internodial 
cell but is joined to each other by a glass capillary containing a tiny air 
bubble. The capacity of each compartment is about 3 ml. and the bore of 
the capillary is 0.60 mm., the measurable range of which is about 15 cm. 


c) Experimental Procedures. 


In the experiment the two compartments of the double-chamber were 
filled with tap water or sucrose solution prepared with tap water. In order 
to avoid the drift of the bubble produced by temperature fluctuations the 
chamber was submerged being held firmly by means of metal clamps in 
a horizontal position in water bath, the temperature deviation of which 
was not more than + 1/1909 C. The bath was regulated at 15°, 20° and 25°C. 

The first procedure of the experiment is to ascertain that no drift of 
the bubble is noticed when two compartments, A and B, are both filled 
with tap water. The next step is to drain the tap water in A or/and B 
through lower vents belonging to the stopcocks C3; or/and C, and to sub- 
stitute sucrose solution via the upper vents of the same stopcocks. Special 
precaution must be taken in this case so that the temperature of the sub- 
stituted solution is exactly the same as that of the replaced one. For this 
purpose, corked flasks containing experimental solutions and also a corked 
empty flask serving as a sink were submerged in the same thermostat bath 
and were joined via glass and rubber tubings, which were also submerged, 
to the upper and lower vents attached to cocks C, or C,. Each flask is 
led to the outside of the water bath by means of another rubber tubing 
which serves to transmit weak suction or compression to the inside of the 
flask in order to help exchange the solution in compartment A or B. The 
procedure of replacing the solution in a compartment of the volumeter 
with other can be performed simply by turning the stopcocks belonging 
to that compartment to proper position in proper sequence and by apply- 
ing slight suction or compression to the inside of the submerged flasks. 
Turning stopcocks C, to C, can be accomplished with a special piece of 
cock-driver so that the exchange of the solution in the volumeter can be 
effected utterly from outside the thermostat bath without changing the 
position of the submerged volumeter and flasks. Such a process prevents 
the index bubble from undergoing artifact shift that is liable to be caused 
by temperature fluctuation. 

The position of the air bubble was read by a travelling microscope from 
outside the thermostat through its glass window. The sensitivity of the 
apparatus is about 0.005 ul. which corresponds to ca. 0.05% of the volume 
of an internodial cell of average size. Thus the movement of water through 
a single cell of Nitella under various conditions can be most exactly re- 
presented in terms of the shift of the air bubble. 


Ill. Time Courses of the Transcellular Osmosis 


When solutions in A and B (cf. Fig. 2) are the same, such as tap water, 
no movement of the index bubble takes place. This is a good evidence in 
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support of the fact that there is no active polar movement of water in an 
internodial cell under natural conditions. In case any drift of the bubble 
was detected due to defective preparation, the experiment was rejecied. 
Once the solution in one compartment is replaced with a solution having 
an osmotic pressure different from that in the other compartment, there 
starts immediately a transcellular movement of water entering at one end 
of the cell and escaping at the other. The volume of water which goes 
into the cell at one end is practically the same in this case as the volume 
of water which leaves the cell at the other end, for no change in cell volume 
is discernible. 

Suppose both A and B are filled at first with tap water and then tap 
water in B is replaced with 0.2M sucrose (dissolved in tap water) while 
tap water in A remains unchanged. Under such a treatment, the index 
bubble, which has remained quiet before, begins to move toward left 
showing transcellular movement of water from A to B. The shift of the 
bubble is rather rapid at first but gradually slackens until it reaches a 
stationary state. As will be considered more in detail later, the change in 
the rate of osmosis, which is indicated by the change in the rate of shift of 
the bubble, takes place hand in hand with intracellular polarization in 
respect to the concentration of the solutes. 


An example representing the course of movement of water through the 
cell in relation to time under the above conditions is shown in curve F in 
Fig. 4. Though the curve takes at first a steep upward course, it eventually 
tends to follow a gradually ascending straight line. Curve F shows that 
2.73 ul. of water travelled along the cell in 30 minutes and 3.05 ul. of water 
in 59 minutes. The volume of the cell used for this experiment being 
11.4 ul., the water which moved through the cell amounts to more than 
% of the total cell volume. 

The next step of the experiment is to replace 0.2M sucrose in B with 
plain tap water again. In spite of the fact that the osmotic gradient in 
the external ‘media is removed, water begins to move this time in the 
reverse direction immediately as shown by the descending curve B in Fig. 4. 
It is the intravacuolar concentration gradient of the sap brought about 
by the preceding process that is reponsible for the movement of water in 
the reverse direction. For convenience’ sake, we may refer to the movement 
of water through the cell in the former process as forward osmosis and 
that in the latter process as backward osmosis. Forward osmosis is there- 
fore brought about by the difference in the osmotic pressure of the external 
media and backward osmosis is provoked by the osmotic polarization 
established in the vacuole. In the case of backward osmosis, equilibrium 
was attained in 10 minutes after 1.70 wl. of water were carried back. 

The forward and backward osmoses are processes that can be repeated 
many times without bringing about any serious harm to the cell. Fig. 5 
shows how water moves through the cell when the medium in B is replaced 
with tap water and 0.2 M sucrose solution alternately at definite intervals. 
It is to be noted that the process is almost completely reversible as 
each pattern of the forward and backward movement of water is very 
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much alike. The cell does not show any visible sign of abnormal behaviour 
even when the process is repeated 10 times. It is shown, however, that the 
amount of water carried by forward osmosis is always greater than that 
a 
3.0 











Ly 80 


Fig. 4. Time course of forward (F) and backward (B) osmoses. The forward 

osmosis was induced by admitting water to compartment A and 0.2 M sucrose to 

compartment B. The backward osmosis occurred when 0.2M sucrose in B was 

replaced with water. The curve F’ shows the course of forward osmosis to be 

expected when there was no depolarizing effect which is represented by line f. 
Temperature: 25°C. 


carried by backward osmosis. Though the reason for this is to be ex- 
plained exactly later on the basis of mathematical analysis, it is com- 
prehensible if we realize that more concentrated sap is transported by 
backward osmosis than by forward osmosis and hence the same volume of 
the sap carries more solutes in the former case than in the latter. 


IV. Factors Acting against Intracellular Osmotic Polarization 


We see in Fig. 4 that the curve of forward osmosis takes an upward course 
which gradually approaches a straight line forming a difinite slope against the 
base line. This fact shows that the cell never reached complete equilibrium in 
which the transcellular movement of water ceased, but a stationary state in which 
water moved with a constant speed. On the other hand, backward osmosis reached 
equilibrium and stopped completely. We should like to look into the reason 
for this. 

That the flow of water through the cell never stops completely as far as there 
is osmotic pressure difference between the two external media means thai the net 
suction tensions at the two ends of the cell do not become exactly equal. This 
fact may imply that there exist some causes in the cell which prevent the 
osmotic equilibrium from being established. What are then the factors working 
against intracellular osmotic polarization? We can suppose various factors 
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which may possibly be responsible for the phenomenon. They are, for instance, 
free diffusion of the solutes, leakage of the solutes from the cell, movement of 
water along the cell wall, the stirring effect of the cell sap caused by protoplasmic 
rotation, etc. It is desirable to check up the role of each of these factors. 

The calculation made on the simplified assumption that the total solutes of the 
cell sap are represented by KCl supports the conclusion that the equalizing 
tendency due to free diffusion plays only a negligible part in the event in question. 

Leakage of the solutes from the cell, too, is not likely to be reponsible, since 
turgor pressure of a cell was found to be kept constant after the stationary state 
was attained in forward osmosis (Tazawa). 


R, 
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min. 
Fig. 5. Courses of successive forward and backward osmoses (F:— Bi, F2— B2, 
...» Fe— Be) showing full reproducibility of the processes. The experiment was 
conducted by replacing the medium in compartment B with water and 0.2M 
sucrose solution alternately, while compartment A was filled always with water. 
Temperature: 25°C. 
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We assumed that the main passage of the osmotic flow of water through the 
cell from one compartment to the other is via the vacuole. That this assumption 
is likely to be true, is shown by the simple experiments already mentioned in 
Section I, in which the movement of the cell sap can be directly visualized by 
staining. Besides such an observation, which does not exclude the existence of 
a by-pass through the cell wall, we can add as further evidence that water does 
not move through the cellulose membrane longitudinally. In order to demonstrate 
this, the cell is crushed so that the opposite sides of the cellulose membrane come 
in contact with each other to make a flat double sheet. We tried to fit such an 
empty flat “tube” of the cell wall with a small amount of vaseline in the groove 
of the minor cock which served as the partition wall of the double-chamber in such 
a way as its two ends are in different compartments. Under this arrangement the 

Protoplasma, Band XLVI/i—4 26 
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only possible passage for osmosis between the two compartments A and B is the 
cellulose membrane. But no transport of water was discernible through the cell 
wall even when the difference in osmotic pressures between A and B was made 
as great as 1 M. Hence the possibility that the cellulose membrane is a by-pass 
for water transport between the two compartments is excluded. 

The most effective factor for eliminating the intracellular osmotic polarization 
is likely to be the protoplasmic rotation which is so conspicuous in this material 
and which continues while water passes the cell from one end to the other. As 
protoplasm streams, the cell sap in contact with the inner protoplasmic surface 
(tonoplast) is also carried along with it. The stirring of the cell sap thus caused 
by the protoplasmic streaming may tend to eliminate the concentration gradient 
established in the vacuole by forward osmosis, which prevents the cell from 
reaching the final equilibrium. Therefore when the polarizing effect due to 


pl r pl 
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Fig. 6. Fig. 7. 

Fig. 6. Courses of forward osmoses under different osmotic gradients. Curves 
F,— F; show forward osmoses from A to B when water was at A and 0.1, 0.2, 0.3, 
0.4 and 0.5M sucrose solutions were at B. Temperature: 25°C. 

Fig. 7. Relation of the volume of water transported in forward osmoses shown 
in Fig. 6 to the difference in osmotic pressure established between the two com- 
partments. Lines designated as I-VI represent the transport volume measured 
at 0.5, 1, 2, 3, 4 and 5 minutes after the cell was subjected to the various osmotic 
gradients. 


forward osmosis goes down to a degree equivalent to the depolarizing effect. 
the transcellular flow of water may reach a stationary state. The constant 
osmotic flow of water in forward osmosis may be thus brought about. In case 
of backward osmosis, osmotic equilibrium is reached without difficulties in the 
presence of protoplasmic rotation, since the final condition of backward osmosis 
is the even distribution of solutes in the vacuole. 

Apart from the question of the cause of depolarization, we are in a position 
to determine the net amount of water transported through the ceil in case there 





Studies on Water Permeability of a Single Plant Cell 403 


were no depolarizing factors in action. For the practice of analysis it is con- 
venient to draw a straight line starting from the origin of the coordinate and 
having the same slope as that of the linear part of the experimental curve. The 
line f in Fig. 4 which is considered as representing the depolarizing effect involved 
in forward osmosis was drawn in this manner. The distance between the ex- 
perimental curve F and line f, which is represented by curve F’, shows the volume 
of water transported independently of the depolarizing effect. 


V. Transcellular Flow of Water in Relation to the External Osmotic 
Gradient 


Full reversibility of the processes of forward and backward osmoses 
pointed out in Section III makes it possible to find, by using one and the 
same cell, the relation between the rate of osmosis through the cell and 
the difference in osmotic pressure between the two compartments. In the 
following experiment A was filled with tap water, while B was filled with 
sucrose solutions of various concentrations. 

Fig. 6 shows courses of forward osmoses through one and the same cell 
occurring under the osmotic gradients of 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 M sucrose. 
The results represented in Fig. 6 can also be expressed in the form shown 
in Fig. 7. In the latter figure, which shows the relation between the trans- 
port volume of water and the osmotic gradient, six series of points in 
respect to the same durations of time are shown to be in straight lines 
converging into the origin of the coordinate. From the results shown in 
Fig. 7 we can assume that the initial rate of osmosis is linearly proportional 
to the osmotic gradient to which the cell was subjected. 


VI. Kinetics of Transcellular Osmosis 


In view of the fact that the initial rate of transcellular osmosis is 
linearly proportional to the difference in the external osmotic pressure 
at the two ends of the cell, we may start our mathematical analysis from 
the following equation: 

dv 
Ge =H (Sen— Sex) (1) 
d ; Bri : 
where “i is the volume of water permeating the cell per unit time, K is 
a constant which is dependent not only upon conditions involved in the 
experiment, such as surface areas of the endosmotic and exosmotic ends 
of the cell, but also upon the specific character of the membrane, and S,, 
and S,, represent the net suction tensions at the endosmotic and exosmotic 
ends of the cell respectively. 
As is well known S,,, and S,, can be expressed in the following forms: 


Sus = Pea le a Pus (2) 
Sex = Pa —T a — Pex (3) 


in which p,, and p,, stand for the osmotic pressures of the cell sap, 
26* 
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T,, and T,, for the turgor pressures, and P,, and P,, for the osmotic 
pressures of the external media, each subscript showing the endosmotic and 
exosmotic sides of the cell respectively. 

Substituting (2) and (3) in (1), we get 


dv 
a =K {(Pen — Ten — Pen) — (Pex — Tex — wi)}- (4) 


The hydrostatic pressures in the two halves of one and the same cell being 
the same, T,,,=T,,. Hence, 


ud =K {(Pen za Pex) ‘pt (Pen Vag P.x)}. (5) 


Since we assume that water tends to enter the cell on en side, to move 
inside the cell through the central vacuole and to escape the cell from ex 
side, we have pe, — Po, > Pex — P.x. Under such a condition the cell sap 
on the side where water enters is naturally diluted. The diluted cell sap 
is then transported toward ex end, while at ex end the sap is concentrated, 
because the solutes carried with the sap from en end cannot go out of the 
cell except very slowly. Therefore the solutes contained in the sap are 
accumulated at ex end as water goes out. 

If a small amount of water (dv) enters the cell from en end of the cell, 
the volume of which is V,,,, the decrement of the osmotic pressure of the 
cell sap at en end is given as 


dv 


—d Pen = Pen _ oe : (6) 
en 


The increase of the concentration is designated. here with + sign and the 
opposite change is designated with — sign. The volume of the cell in the 
partition wall, which is about 6mm. thick, is included in V,, in the case 
of forward osmosis as this part of the cell supplies solutes to part ex just 
as part en does. In the case of backward osmosis, it is included in V,, 
as this part of the cell is supplied with solutes from part en just as 
part ex is. 
(6) may be integrated to give 


v 


Ven 


Let p,,, be the initial osmotic pressure of the cell sap at en end. Then 
we get 


In Pen = + Con- (7) 


Cen =In Pen,: 
Thus (7) is expressed as 


Pen 
h-—— = —, 
Pen, Ven 
v 


ae V 
Pen = Pen,e “- 
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(8) gives the osmotic pressure of the sap at en end in terms of the volume 
of water (v) entering the cell. 

As for the ex end of the cell, where water goes out, the condition is 
quite different. The cell sap having the osmotic pressure of p,, is carried 
along from en side, while water alone goes out of the cell leaving solutes 
behind. Consequently, the cell sap at ex end is concentrated. The in- 
crement of the osmotic pressure of the sap at ex end, the volume of which 
is V.,, is then given as 


dv 
d Pex = Pen . (9) 


Substituting (8) for p,,, in (9), 


0 
dpa = Te Ven dv, (10) 
ex 


(10) may be integrated to give 


Ven “<6 a 
Pa=—has ¢ "t+ Cex (11) 


ex 


where C,, denotes the constant of integration. Let the initial osmotic 
pressure of p,, be p,, , then 


V 
Pia, Pa 7. = Cex ’ 
ex 


V 
Cx = Pex, + Pen, 7. 
ex 


__ Pex, Vex + Pen, Ven 
Vex : 
From (11) and (12) 


é 

Pex = — Pen, Ven e@ Ven 4 Pex, Vex + Pen, Ven (13) 
Vex Vex 

This shows the osmotic pressure of the sap on ex side as a function of the 

transport volume of water (v0) through the cell. Substituting (8) and (13) 


in (5), we get 


as Vex + V 
rez, {Pr P; <7 Pen, " = + (Pe cthiae «| 
ex 


Sele decried eX View + eNy Vea 
pie Ma —K (Pm Vert Pew en + (P,P (14) 


v 


where V, is the total cell volume, i.e, V,=V,, + V.,- 
Let 


V 
Ay =K Pen, : 
ex 
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2 ill {Pee Ven + Pex. Vex 
Vex 
then (14) can be written in the following form: 


dv 


ap he Py, 


For the general solution of (17), we get 
In A, e Ve Oa Fe Fe pt 
Ven 
When ¢t = 0, we have 0 = 0; hence 
C=In|i,—A, . 
From (15) and (16) 
het ‘in V,— (Pen, Ven + Pexy Vex) _ 
ex 
= K |(Pen,— Pex,) — (Pen — Pex)}- (19) 


Since we have p,, —P., > p,., —P.x for the experimental condition, it 
follows that 


Ar—he > 0. 
Hence from (19) 


C= In (At = he). 
Substituting (21) in (18) 


Modifying (22), we obtain 


A, —A,eVen | = (1, —A,)e 


As we have (i: — jz) > 0 from (20), 


v 
A, —A, even =. 


: 
Ay —A,eve =O. 
Therefore (23) can be expressed as follows: 


v het 
iigegn ig, Oe Ve ky, 


ligt 
o= Ve in| : tt F (Ay —A,) € ral. 
he J 
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When t —0, however, we must have vo —0. Therefore the next formula 
only represents the true solution: 


° dst 
o= V,, E {1 (4, — Ag) e rel ; (24) 
2 


By substituting (15) and (16) in (24), we get 
Ve V 
v = J,, In = ee A Dyess 
” | Pen, Vie - Pex, Vex “f (Peo tail Pex) Vex Pa, Vex 


= Peng Ven + Peso Vex + Vex (P n— Pex) t 
os: {(Pen, 7% Pex,) Rage (Pea anh Py e as (25) 


(25) gives the general solution valid for both forward osmosis and backward 
osmosis. We can figure out from the formula that the transport of water 
through the cell increases monotonously in relation to time. 

Under the conditions of our experiments water has to enter the cell at 
one end and go out of it at the other. The osmotic flow of water through 
the cell therefore involves both endosmosis and exosmosis at the same time. 
The constant K in the above formulas represents what may be called the 
‘transcellular water permeability’, which is dependent on the size of the 
cell, the position of the partition wall etc. as well as the characteristics 
of the membrane. It must be stressed that this is different from the 
‘specific’ water permeability of the membrane which is expressed as the 
volume of water passed through a unit area of the cell surface per unit 
time under unit difference in osmotic pressure. In the latter sections we 
shall consider in detail the relation of K to the specific permeability con- 
stant of the membrane to water in respect to endosmosis and exosmosis. 


VII. Application of the Theoretical Formula 


From formula (23), which has been derived in respect to most 
general conditions, we can calculate the values of K both in cases of 
forward and backward osmosis in the following way. 


(1) Forroard Osmosis 


In this case the left half (a in Fig. 2) represents en side and the right 
half (b in Fig. 2) ex side. In the forward osmosis, the solutes of the cell 
sap is distributed homogeneously throughout the vacuole at the beginning 
of the experiment. In other words, the two halves of the cell, a and b, 
have the same osmotic pressure. Namely we have 


Pen, = Pex, = Pa, = Po, = Pi» Pa =P,=P,, P.x = Pp= P, + Pa, 
Ven = Va Vex ar V5, 
where p; is the initial osmotic pressure of the cell sap which is about 


0.26 M in our material; P, is the osmotic pressure of tap water which is 
practically zero, and Px, is that of the solution produced by the added 
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solute. Introducing these conditions in (23), we reduce the formula for 
the forward osmosis to 


V; V — x BiVeo— PR VO , 
= V ] _———$—$—— —__— ; SS P Va Vo ? 
ee | aber (» Vy ae om 
Modifying (26), we obtain 


pi Vo— PB Vo 
ate ee 
pV,— PzVy 


rn 
piV.— Pz, Vo 
and finally we get 


2.3V,V, ;Vi— pV = 
as. aVe os | . ( iV —er)}. an 
(p.V,—Pz,V,)t ® p,V,—Pp,V, (27) 


From (27), in which all the symbols except v and ¢ are the constanis 
specific to the experimental condition, we can calculate the values of K. 


In the experiment represented in Fig. 4, we have the following 
numerical data: 


pi = 6.35 atm., Pg, = 4.9 atm. (0.2 Msucrose), V, = 6.0 ul., Vy = 5.35 wl., 
V, = 11.35 ul. 


Substituting these values in (27), we get 


1.61 


K=— PH tog (2.75—1.756 9), 


From (28) we can calculate K in respect to arbitrary ¢. 


Table I. Calculation of K in forward osmosis. 
v | | — 1,61 x log 
t Volume of water PY 
Time in min. | transported through ; 2.75—1.75e °°] | 
| the cell in wl. | ul. /atm. | 





K 
wl./min./atm. 





0.79 0.201 
1.30 0.393 
1.61 0.543 
1.83 | | 0.666 
2.00 0.826 


Table I summarizes values of K calculated from (28) when ¢ goes from 
{ to 5 minutes under an osmotic gradient of 0.2 M. It shows that the 
constancy of K was maintained at least for a few minutes after forward 
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osmosis was started. The value of K, however, appears to tend to de- 
crease gradually. This was presumably due to the situation, which was 
not taken into account in the foregoing, that the osmotic pressures of the 
sap at the immediate proximity of the tonoplast were not exactly equal 
tO Pen OF Pex”. 

From formula (26), it is further possible to calculate the expected 


maximum volume of water to be carried through the cell which is reached 
when t>co. Thus 


(29) 


The value v,,,, obtained from (29) should theoretically correspond to the 
case in which there were no factors disturbing osmotic polarization. 
Actually, however, this is not the case, because the osmotic polarization 
brought about by forward osmosis always tends to be eliminated pre- 
sumably by protoplasmic rotation as discussed in Section IV. In Fig. 4 
we obtained curve F’ through subtraction of the depolarizing effect (shown 
by line f) from curve F. The theoretical value of v,,,, to be obtained from 
(29) represents therefore the approaching limit of curve F’ since no de- 
polarizing factors are taken into consideration in our mathematical an- 
alysis. The actual value of the experiment represented in Fig. 4 shows 
that the limit of curve F’ is 2.40 ul. while v,,,, calculated from (29) is 2.71 wl. 
The coincidence of the theoretical and observed values is satisfactory. 


(2) Backroard Osmosis 


In this case the right half (b) represents the side where water enters 
and the left half (a) represents the side where water leaves. In the back- 
ward osmosis, the intravacuolar distribution of the solutes is polarized at 
the start of the experiment. In other words, the two halves of the cell, 
a and b, have different osmotic pressures. As for the external media, tap 
water was admitted in the present experiment to both A and B. Hence 
we have 


Pen, = Pb,> Pex, = Pa,> Pon = Pe = Pg = Pp =0, Ven = Vo, Vex = Ve. 


Substituting these relations in the general equation (25), we can reduce the 
formula for backward osmosis to 


Va V, — 5 PAY) + peeVo {| 
v=V, in| ¥+9a¥e \P v, (P», — Pa,) € . (30) 

2? On en side, the sap in direct contact with the tonoplast may have an 
osmotic pressure smaller than p,, due to the dilution with the incoming water; 
on ex side, the sap in direct contact with the tonoplast may have an osmotic 
pressure larger than p,, as water alone goes out through the tonoplast while 
solutes are left behind. When deriving the above theoretical formula, we assumed 
for simplicity’s sake that, within the en and ex halves of the vacuole, the sap 
concentration was kept homogeneous in virtue of diffusion and stirring effect 
of the protoplasmic streaming. But this assumption may not be strictly true, and 
here may probably be the cause of the value of K calculated from (27) decreasing 
slightly after several minutes. 
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As the total amount of solutes in the cell is assumed to be the same before 
and after the experiment, we have 


Pi (Va + Vo) = Da, Va + Pr, Vo- (31) 


When the forward osmosis preceding the backward osmosis has attained 
the stationary state, the difference in the net suction tension between 
a and b sides of the cell becomes minimal though it does not reach null 
due to the reasons mentioned in Section IV. Experiments conducted by 
Kamiya and Kuroda (1956), however, show that the difference 
referred to is small enough under the conditions of our experiment and 
may be neglected. Hence, after a stationary state is attained in forward 
osmosis, we have 


Pa, — Ps =, — Pr 
in which Py = P,, Pp = P,+ Pp,. Therefore, (32) is written as 
Pa, = Pr, — Pr,. 


From (31) and (33). we get 


where V,=V,+ V, 
Substituting (34) and (35) in (30), we obtain the following formula for 
the backward osmosis whose preceding forward osmosis has attained the 


stationary state: 
P,V ae 
r= Trin} + a rer) (36) 


i”. 


Modifying (36) 


and finally 


eVo 


+ en — pV, *). 


pi Vit Pa Va Pad, 


0 


Introducing the values of the experiment shown in Fig. 4 in (37), we get 


1.02 — 

k=— ; log (3.45 2.45 3) : (38) 
From (38) we are able to calculate K for backward osmosis in respect to 
arbitrary t. As will be considered in detail in the following section, K for 
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backward osmosis has not necessarily the same value as that for forward 
osmosis unless the cell is partitioned into equal halves. 

Table If shows the values of K calculated from (38) when t goes from 
1 to 5 minutes. From this table we are allowed to assume that K remained 
unaltered, at least for the first few minutes, during backward osmosis 
within the range of the experimental conditions, just as it remained con- 
stant during forward osmosis. 

We are further in a position to predict the maximum volume of water 
to be transported by backward osmosis from the. following formula (39) 
which is derived from (36) when t is infinite. 


, PV 
Umax = Vy In (1 + a ‘ : (39) 


By substituting in (39) the numerical values obtained by the experiment 
represented in Fig. 4, we get 1.83 wl. for the theoretical value of p,,,, when 


Table Il. Calculation of K in backward osmosis. 





v — 1.02 x log 

t Volume of water = : z a K 

Time in min. transported through ; 3.45 — 2.45 e™ ul./min./atm. 
the cell in wl. l./atm. 





0.76 1.154 | 0.203 0.20 
0.99 1.202 0.304 0.20 
1.16 1.241 0.398 0.20 
1.51 1.326 0.714 0.18 
1.59 1.346 0.840 0.17 


the observed value of v,,,, was 1.70 ul. The coincidence between the ex- 
perimental and theoretical values are also satisfactory in this case. 

Thus we can quantitatively account for the fact that the transport 
volume of water in forward osmosis is always greater than that in back- 
ward osmosis. 


VIII. Polar Permeability of the Membrane to Water 


The right and left halves of the cell, which were placed in compart- 
ments A and B, were nearly equal in the experiments reported above. But 
the volume ratio between the different compartments may be altered 
arbitrarily. In order to ascertain whether or not there may be any differ- 
ence in the water permeability of the membrane between inwardly and 
outwardly directed osmoses, experiments were attempted in which the cell 
was divided by the partition wall asymmetrically. If the inwardly directed 
water permeability be equal to the outwardly directed water permeability, 
the initial rate of forward osmosis would be the same no matter whether 
it occurs from A to B or from B to A. This is, however, not the actual 
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case. One of the results of these experiments is presented in Fig, 8. In 
this case the lengths of the left and right parts of the cell protruding into 
compartments A and B were 12mm. and 31mm. respectively. In the ex- 
periment 0.2 M sucrose was first admitted to B, while A was filled with 
plain tap water. The curve in Fig. 8 (I) shows the transcellular movement 
of water (forward osmosis) under this condition. 

By substituting tap water for the sucrose solution in B the.cell comes 
back to its normal state again by means of backward osmosis. Hereafter, 
a similar experiment was repeated in which tap water in A instead of B 
is replaced with 0.2M sucrose solution, while tap water in B remained 
untouched. This experiment, the result of which is shown in Fig. 8 (II), 


Water 02M Sucrase 02M Sucrose Water 


al ——_— al oa 
15 15 














- - L a = = | 

min mn 10 
Fig. 8. Two forward osmosis curves in one and the same cell under the same 
osmotic pressure difference of 0.2M. In this preparation, the position of the 
partition wall is such that the left and right ends of the cell protruding into the 
compartments are, excluding the length mounted in the partition, 12mm. and 
31mm. respectively. In (I) water enters the cell at the shorter end (left) and 
escapes from the longer end (right), while in (II) water moves in the reverse 
direction. 


is, so to speak, reciprocal to the foregoing one. What are shown in Fig. 8 
are the results of a pair of reciprocal experiments performed on the same 
cell under the same osmotic gradient. The only difference in condition is 
that in the former case water enters the cell at the shorter end and escapes 
from the longer end, while in the latter case water enters the cell at the 
longer end and escapes from the shorter end. And yet the rate of osmosis 
in the latter case (II) is smaller than that in the former case (I). In each 
of a pair of reciprocal experiments we can determine the initial rate of 
forward osmosis by calculating K from (27). Thus we have found that 
K = 0.15 wl./min./atm. in the case shown in Fig. 8 (I) while in the case 
shown in Fig. 8 (II) K = 0.10 wl./min./atm. 
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For the difference in the values of K found between the reciprocal ex- 
periments the polar nature of the living membrane itself seems to be 
responsible. Pairs of experiments of this kind, all of which showed the 
same tendency, lead us to conclude that the permeability of the living 
membrane to water is different according to the direction of osmosis. Since 
the permeability of the membrane of the shorter end ought to count more 
in the transcellular movement of water than that of the longer end, we 
can assume that water passes the membrane with less resistance when it 
enters the cell (endosmosis) than when it goes out of the cell (exosmosis). 
If this be true, there must be a definite ratio of surface areas between the 
right and left ends of the cell under which the flow of water through the 
cell faces the least resistance. The transcellular permeability K treated 
in Section VI must attain its maximum value at this surface ratio. It is 
certainly not when the partition wall is just at the middle of the cell that 
the transcellular osmosis meets the least resistance. We shall further deal 
with quantitative analysis of the polar nature of the membrane in the 
following sections. 


IX. Calculations of Inwardly and Outwardly Directed Water 
Permeability 


As mentioned before, transport of water through the cell under the 
above experimental setup takes place through two membranes ?; at one 
end osmosis is directed inwardly (endosmosis) and at the other end it is 
directed outwardly (exosmosis). It is permissible to assume that the 
membranes at the endosmotic and exosmotic ends of the cell form the main 
resistances to the flow of water. If a further assumption may be made to 
the effect that these resistances in series work in summation, it is possible 
to calculate the resistances of the membrane for both endosmosis and ex- 
osmosis separately. The reciprocal of permeation resistance being 
a measure of the water permeability of the membrane, we can determine 
the water permeability for both endosmosis and exosmosis from the above 
experiment in the following way. 


As already mentioned, K is regarded to be a constant which is 
characteristic of the individual material and the surface ratio between 
the endosmotic and the exosmotic sides of the cell. The reciprocal of K, 


to which we may refer as R, shows the total resistance of the cell against 
the transcellular flow of water. 


Suppose the ‘specific’ permeability of the membrane in endosmosis 
and exosmosis are k,, and k,,, and resistances of the membrane for 


3 What we call membrane in this case consists of cell wall, protoplasmic 
membrane, cytoplasmic layer and vacuolar membrane (tonoplast). For con- 


venience’ sake in analysis we regarded this compound structure just as a single 
“membrane” here. 





414 N. Kamiya and M. Tazawa 


inward flow and outward flow are R,, and R,, respectively. Then we 
have 

1 
ken Aen 
as 1 
a Ax 


Ra= (40) 


Rex (41) 


where 4,,, and 4,, stand for the surface areas on endosmosis and exosmosis 
sides of the cell. Thus 


If we refer to the ratio of k,,/k., as 0, or 


e=E (43) 


which is the measure of the polarity of the membrane in respect to the 
permeability to water, we get from (42) 


Rao 4at Ax 
oO kex Aen Aex : 


pth tate 
0 Aen + Mex 


(44) 
As regards actual values of the experiment represented in Fig. 8 (I), 
we have 
Aen = Ag=166mm'*, 4,, = 4) = 42.8 mm’, 
and from the calculation in Section VIII 
K = 0.15 wl./min./atm. 
Substituting these values in (44), we get 


0.15 — 0 X hex X 16.6 x 42.8 
“9X 16.6 + 42.8 
In case of the experiment in Fig. 8 (II) we have 
Aeon = A,= 428mm", A,,= 4,= 16.6 mm’, 
and from the calculation in Section VIII 
K = 0.10 wl./min./atm. 
Introducing these values in (44), we obtain 


0 X hex X 42.8 x 16.6 
@X42.8 + 16.6 


O20 
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From (45) and (46) 


0 X key X 42.8 x 16.6 = (16.6 x 9 + 42.8) x 0.15 
— (42.89 + 16.6) x0.10 |. 
From (47) and (43), we get 


o = 2.66 
k,, = 0.0184 wl./mm?/min./atm. = 18.4 u/min./atm. 
k,x = 0.0069 ul./mm?/min./atm. = 6.9 «/min./atm. 


These values for k,, and k,, show the permeability constants of the 
membrane to water in endosmosis and exosmosis in their absolute values. 
In other words k,, and k,, represent the ‘specific’ permeability of the 
Nitella cell to water which are independent of the surface area of the cell 
or the position of the partition wall. The constant of endosmotic per- 
meability to water k,, is shown here to be 2.66 times as great as that of 
exosmotic permeability to water k,,. 


X. Rate of Osmosis as a Function of the Relative Position of the 
Partition 


The foregoing values of water permeability were obtained under the 
assumption that the resistances of two membranes in series work as a sum 
against water permeation just as in the case of two pieces of resistances 
against the electric current when they are connected in series. That this 
assumption is true can be checked in the following manner. 

As stated above, the constant K considered in Section VI and calculated 
in Section VII involves both endosmotic and exosmotic water permeabilities 
of the membrane. Furthermore K is also the function of the position of 
the partition wall. 

In what manner K is dependent on the position of the partition wall 
can be determined experimentally if we measure the transcellular osmosis 
by varying it arbitrarily. Squares plotted in Fig.9 represent the values of 
K obtained when the partition wall on the cell was shifted to various 
positions. The abscissas show /,, (top) and 4,, (bottom) of the cell, whose 
total free surface area represented by the sum of 7,, and 4,, was 29 mm?. 
The area of the cell surface covered with vaseline in the partition wall is 
excluded in this case. In the experiment, the compartment on en side 
was filled always with tap water while the compartment on ex side was 
filled with 0.2M sucrose dissolved in tap water. The difference in the 
osmotic pressure between the external solutions bathing the two ends of 
the cell was thus kept at 4.9 atm. (0.2M sucrose). Open circles in the 
figure show the values of K divided by -4,,. Curve p in Fig.9 thus re- 
presents the relation of the initial rate of endosmosis per unit surface area 
on en side to the position of the partition on the cell. Similarily, curve q 
in the same figure expresses the relation of the initial rate of exosmosis 
per unit area of the cell surface on ex side to the position of the partition 
on the cell. Though it is impracticable to obtain the values of p and q 
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directly by the experiment when the partition wall comes to the extreme 
ends of the cell, i.e., when _4,, =0 or 4,,=0, we can find them through 
extrapolation from the measurable ranges of the curves p and q. Thus 
we get 

P (Aen > 0) = 18.5 ut /min./atm. 

q(Aecx > 9) = 7.0 u/min./atm. 


The resistance of the membrane on the endosmotic side (R,,) of the 
cell relative to the total resistance (R,,, + R,,) becomes the more dominant 
the less its surface area (4,,) is. In extreme cases in which 4,, = 9, the 





K (at Jasin Jace) 
K/A lu fte Jase 











Nex (mm?) 


Fig. 9. Squares represent experimentally obtained values of the transcellular 
water permeability (K) at various positions of the partition wall (left hand 
ordinate). Open circles show the values of K divided by endosmotic surface 
area (4,,), and solid circles represent the values of K divided by exosmotic 
surface area (4,.) of the cell. Through extrapolation of the curves p and q to 
zero surface areas, specific water permeabilities of the cell for endosmosis and 
exosmosis, k,, and k,,, can be obtained. Curve r represents theoretical values 
of the transcellular water permeability K obtained from formula (44). Tem- 
perature: 20°C. 


membrane on the endosmotic side alone is to be taken into account. There- 
fore, the value of p at_4,,—=0 should show the permeability constant of 
the membrane in endosmosis (k,,). Similarly, the value of q at 4,,=0 
should indicate the permeability constant of the membrane in exosmosis 

. P (Aen > 9) 
(k,,). The ratio of ag oe’ 
value of 0 referred to in the foregoing section. There we calculated o in 


a different cell by means of the reciprocal method and obtained 2.66. The 
coincidence between the two is striking. 


which is 2.64, should, therefore, show the 
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Once p (4,,>0) and q (4,,—> 0) are known, we are in a position to 
predict K to be obtained when the partition wall is shifted to an arbitrary 
position of the cell. This can be done by introducing these values in (44). 
The line rin Fig. 9 represents the theoretical curve thus obtained. The 
coincidence with the experimental values shown by squares is fairly good. 
Therefore, the assumption made in Section IX, that the resistances of the 
membranes in series work in summation, is supported. 


By differentiating the formula (44) withZ,, we are also able to find 
the position of the partition wall in which the transcellular movement of 
water has least resistance. Referring to Fig. 9, the position in question, 
which is represented by the maximum of the curve r, is found at 


A,, =18mm?, ie., 4,,—11mm?. The ratio of the surface area Aen 


~4ex 
having least resistance is thus shown to be about 2:3. The constant of 


transcellular osmosis K treated in Section VI and VII, therefore, reaches 
its maximum at this ratio of the surface areas. 


XI. Discussion 


In the present paper, we introduced a new method for measuring and 
calculating water permeability without changing the form and volume 
of the protoplast. The outstanding merits of the technique lie not only in 
its accuracy but also in its avoidance of the drastic operation of plasmolysis 
or deplasmolysis. By this means, the permeability constants for both out- 


going and incoming movements of water can be obtained without changing 
the surface area of the protoplast and thus without giving mechanical 
disturbance to the membrane structure through distension and contraction 
during measurement. We have also pointed out that the experiment can 
be repeated many times with high reproducibility. There are, however, 
several points to be considered in regard to the experimental conditions. 


In the above experiments, the external medium at the immediate 
proximity of the cell surface where water comes out of the cell, is expected 
to be diluted in the case of forward osmosis. Though we have not taken 
this into account in our analysis, the correction for this may be neglected 
in the light of the fact that the rate of osmosis is practically the same no 
matter whether the medium (0.2 M sucrose) in the compartment, into which 
water comes out of the cell, is left quiet or whether it is kept running ¢. 
Kishimoto (1955) in our laboratory reported in his impedance ex- 
periment that a leakage of solutes from the cell is to be detected when 
the osmotic gradient between the two ends of the cell increases. Kamiya 

4 For this experiment the solution in A was kept running slowly. Osmotic 
flow of water was measured by means of the B half which is provided with a glass 
capillary. The B half works as an open system volumeter in this case. Perhaps 
the convection current which may be induced by the fact that water coming 
out of the cell is lighter than the environmental medium, will help eliminate the 
water layer around the cell. : 


Protopiasma, Band XLVI/1—4 27 
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and Kuroda (1956) furthermore observed that a strangulated cell 
fragment, the osmotic pressure of which was made abnormally high 
or low, shows regulatory function, that is, a cell having an osmotic pres- 
sure higher than normal gradually decreases it until it reaches the normal 
value; in a cell having an osmotic pressure lower than normal, the 
situation is reverse. These osmoregulatory phenomena, however, take 
place only slowly under the mild conditions which are brought about by 
the osmotic gradient as low as 0.2M. Therefore as long as the present 


Table III. Comparative Water Permeability of Plant Cells. 





| Permeability 


Solutions 
constant 


Material Author Method 
used 


«/min./atm. 


Tempera- 
ture °C 





| 
Salvinia auri- | Huber and 
culata Héfler 
(hairs of the (1930) Plasmolysis KNO, 
water leaf) 


Allium cepa De Haan 
(epidermis cells (1933) Deplasmolysis Sucrose 
of bulb scale) 


Fucus vesicu- Resiir 
losus (1935) 
(unfertilized Swelling 
eggs) 


Allium cepa Levitt, 
(pulp cells of Scarth, Plasmorrhysis 
bulb scale) and Gibbs | Deplasmorrhysis 
(1936) 


Sucrose + sea 


0.133-0.382 
water 


NaCl+ CaCl, 


Tolypellopsis Palva 
(internodial (1939) Density 


cell) siehiailemeaiinbash Sucrose+NaCl 2 1.08 


Nitella flexilis Present 
(internodial authors Transcellular “ , 7.0 (exosmosis) 
: Sucrose 20 : 
cell) osmosis 18.5 (endosmosis) 


experiments are concerned, we are allowed to neglect these secondary 
phenomena and regard the Nitella cell as a rather nice osmometer. 

So far as the authors’ knowledge goes, there has been no report on the 
water permeability of the internodial cell of Nitella. It seems, however, 
pertinent at this point to compare the values obtained by us with values 
of water permeability hitherto obtained by other workers with different 
methods in divergent materials. Table III is presented here to give 
a general idea of the previous experiments performed by various authors 
and is not intended to be complete. For the sake of convenience in com- 
parison, all the values are expressed here in terms of u per minute under 
a pressure difference of 1 atm. From this table, it is noticed that the 
permeability constants obtained by us for endosmosis and exosmosis are 
decidedly greater than the values obtained by other authors in different 
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materials. But it must be stressed that, except Pal va’s, all the data in 
Table III are concerned with protoplasts which are plasmolysed. It is not 
known whether this discrepancy is due to the actual difference specific 
io the materials or to the difference in experimental conditions to which the 
material was subjected. At any rate, the values obtained by us show 
10-100 times as high a permeability to water as those obtained in many 
plant materials by means of plasmolysis method. Comparing with the 
result obtained by Palva, who measured outwardly directed water per- 
meability of the unplasmolysed cell resorting to the slight increase in 
density of the Tolypellopsis cell, our value is about 7 times as high. 

Another significant feature of our method lies in the fact that it enables 
us to analyse the water permeability of the cell in endosmosis and 
exosmosis separately without increasing or decreasing the surface area of 
the protoplast. Some previous authors pointed out that the process of 
deplasmolysis takes place much faster than that of plasmolysis. But there 
has been no way of determining whether or not it is attributable to the 
polar function of the living membrane that endosmosis takes place more 
rapidly than exosmosis, or whether the higher water permeability in the 
case of deplasmolysis may be accounted for by a secondary change in the 
thickness or in the structure of the membrane caused by its distension. Con- 
sidering the condition under which our experiments were conducted, we 
can exclude the possibility that the mechanical effect accompanying di- 
stention or contraction may be responsible for the difference between the 
endosmotic and exosmotic permeabilities to water. The experiment re- 
ported above demonstrated beyond doubt that endosmosis takes place 
about 2.6 times faster than exosmosis. This agrees very well with the 
statement of Héfler (1930) that deplasmolysis occurs nearly three times 
as rapidly as plasmolysis. According to Levitt, Scarth, and Gibbs 
(1936) who used isolated protoplasts from the onion scale, this relation is de- 
pendent on the degree of plasmolysis; at normal to % the normal volume of 
the cell, water permeability is about 2.5 times as great when determined 
by deplasmorrhysis as by plasmorrhysis. Therefore, the results obtained 
by us as to the polar behaviour of the membrane coincide also exceedingly 
well with those of Levitt et al. Though the latter authors believe that 
the rise in permeability according to the degree of deplasmorrhysis is 
primarily a mechanical effect of the extention of the membrane, it has 
been made clear in the light of our experiment that the mechanical effect 
on the membrane of contraction and extention is not necessarily respon- 
sible for the higher permeability in endosmosis as compared with that in 
exosmosis. The polar permeability to water has therefore to do with the 
more intrinsic characteristic of the membrane under normal state of the 
living cell. 

It is known that the main passage of water through the cell from one 
compartment to the other is via the cell wall and the protoplasmic layer 
at one end of the cell, the central vacuole and again the protoplasmic layer 
and the cell wall at the other end. As mentioned before, we have regarded 
the cellulose wall and protoplasmic layer consisting of protoplasmic 

27 





420 N. Kamiya and M. Tazawa 


membrane, cytoplasmic layer and vacuolar membrane (tonoplast) as 
a single ‘membrane’ in the present paper. We are not yet in a position 
to decide which structure, whether protoplasmic membrane or tonoplast, 
or both, are responsible for the polar behaviour in osmosis. It is 
interesting to remember at this point that non-living membranes too, such 
as seed capsules of Aesculus studied in detail by Brauner (1930), can 
show a distinct polarity. Anyway, further experiments are to be awaited 
before any discussions can be made on the underlying mechanism of the 
polarity of the living cell in respect to water permeability. 

The method developed by us, which is, it is true, strongly restricted in 
material, will nevertheless find its significant application in physiological 
studies on water permeability of the living membrane in virtue of its 
precision and reproducibility. If a proper difference in osmotic pressure 
is induced, and in addition, if a substance, whose effect on water 
permeability is to be investigated, is admitted evenly to both compart- 
ments, water generally moves through the cell with a different rate as 
compared with when it is without test substance. Experiments of this 
kind will help better understand the physiology of osmosis and the nature 
of the living membrane in general. 


Summary 


1. When the two ends of the internodial cell of Nitella are brought in 
contact with external solutions having different osmotic pressures, e. g., 
water at one end and 0.2M sucrose at the other, water starts moving 
through the cell from the former to the latter. The volume of water thus 
transported through the cell was measured exactly by means of a double- 
chamber volumeter developed by us. 


2. The cell sap on the water side where endosmosis takes place is 
diluted while it is concentrated on the sucrose side where exosmosis 
occurs. 


3. The rate of the transcellular flow of water which is great at first 
gradually decreases due to accompanying polarization of the cell in respect 
to osmotic pressure. 


4. Once the difference in osmotic pressure between the two surrounding 
media is removed, water starts moving in the reverse direction until the 
osmotic polarization inside the cell is eliminated. Osmosis in the former 
case, i. e., that caused by the difference in osmotic pressure in the external 
media, was designated as ‘forward osmosis, and osmosis in the latter 
case, i.e., that caused by the inner osmotic polarization, which is brought 
about by forward osmosis, as ‘backward osmosis.’ 

5. Forward and backward osmoses can be repeated many times without 


giving any observable ill effect on the cell. The process.thus shows a high 
reproducibility. 


6. The rate of transcellular osmosis is linearly proportional to the 
difference in net suction tension between the two ends of the cell. 
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7. The general formula including both forward and backward osmoses 
is derived by means of kinetic analysis. Calculation from the theoretical 
formula reveals that the transcellular water permeability of the cell re- 
mained constant at least a few minutes at the beginning of osmosis 
occurring under the osmotic gradient produced by 0.2M sucrose. From 
this formula, the maximum volumes to be transported in forward and 
backward osmoses are also predicted and the calculated values coincide 
well with the observed values. 


8. In transcellular osmosis water must twice pass the ‘membrane’, which 
consists of cell wall, protoplasmic membrane, cytoplasmic layer and tono- 
plast; at one end of the cell water permeates the membrane inwardly 
(endosmosis) and at the other end outwardly (exosmosis). The resistances 
of the membranes at the endosmotic and exosmotic sides work in summa- 
tion in transcellular osmosis. 


9. In the preparation in which the surface areas of the two halves 
of the cell are not equal, water moves with different speeds through 
the cell according to the direction of osmosis, which shows that the per- 
meability of the membrane to water is different in endosmosis and 
exosmosis. 


10. The specific water permeability of the cell was calculated to be 
18.5 u/min./atm. in endosmosis and 7.0 u/min./atm. in exosmosis. Hence 
the protoplasmic membrane has a pronounced polar nature in respect to 
permeability to water. Endosmosis was shown to be 2.6 times as fast as 
exosmosis. 
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I. Introduction 


It is generally not possible for us to lower the osmotic pressure of the plant 
cell far below the normal level simply by submerging the cell in water. Nor is 
it possible to heighten it noticeably beyond the normal value without sub- 
jecting the cell to plasmolysis. We have had so far no reliable method by 
which the osmotic pressure of the cell could be changed arbitrarily over a 
wide range. 

The present work was performed in the hope that it will throw some light 
on this problem. Another purpose is to observe the behaviour of the cells 
whose osmotic pressure has been made abnormally high or low. 

The method we employed in obtaining a cell with abnormal osmotic 
pressure consists in the combination of transcellular osmosis and stran- 
gulation of the cell. It may therefore be appropriate to give here a brief expla- 
nation of the two. 


(1) Transcellular Osmosis 


When the two halves of an internodial cell of Nitella are brought in con- 
tact with solutions having different osmotic pressures, water starts to enter 
the cell at that half which is bathed in the solution of lower osmotic pressure 
and to escape it from the other half which is bathed in the solution of higher 
osmotic pressure. Osmosis of this kind, which was studied by Osterhout 
(1949) and recently by Kamiya and Tazawa (1956), is brought about by the 
difference in the net suction tension of the cell between the two halves. This 


1 This work has been supported partly by a Grant for Fundamental Scientific 
Research from the Ministry of Education. 





424 N. Kamiya and K. Kuroda 


phenomenon was called “transcellular osmosis” by Kamiya and Tazawa 
who measured the transport volume of water through the cell exactly by 
means of a special volumeter and calculated the water permeability of the 
cell for both endosmosis and exosmosis. It is known that, when water is at 
one end of the cell and sucrose solution at the other, transcellular osmosis 
takes place rapidly at first, but gradually slackens due to the accompanying 
osmotic polarization in the cell. 

The intracellular polarization brought about by the osmosis is impressively 
visualized by staining the vacuole with a proper dye. If the two ends of an 
internodial cell, the sap of which is stained homogeneously with neutral red, 
are subjected to solutions of different osmotic pressures, we see that the col- 
our becomes lighter at the cell end facing the lower osmotic pressure and 
deeper at the cell end facing the higher osmotic pressure, though it remains 
homogeneous within each half of the cell. This shows that water enters the 
cell and dilutes the sap at one half; carries the dye with it to the other; 
there it goes out of the cell into the external solution, the dye being left 
behind within the cell. That this is also true for the native solutes of the 
cell sap is shown in the present work by means of osmometry at the two ends 
of the cell. 


(2) Strangulation of the cell 


The internodial cell of Nitella or Chara can be tied off readily into two or 
more cell fragments with a strip of fine silk thread. The protoplasmic stream- 
ing in the cell fragments thus made stops for a brief period after the opera- 
tion, but it soon resumes its normal rate if the length of the fragment is not 
less than im. (Hayashi 1952). The tied-off cell fragment survives quite 
normally, even when the adjacent cell fragment on the other side of the 
ligature is cut off. Surprising as it may sound, this fact has been known over 
a century (cf. Dutrochet 1837). Linsbauer (1929), who studied in detail 
the effect of strangulation of the cell, ascertained that new cellulose septa 
are formed on both sides of the tied-off region. Sandan (1955) demon- 
strated that even when an internodial cell is tied off at two loci, the central 
cell fragment is able to develop a new shoot and rhizoids. According to his 
experiment, the new shoot comes out from the apical end of the cell fragment 
and rhizoids from the basal end of the same cell fragment. Though Lins- 
bauer failed to observe such morphogenetic development of the strangu- 
lated cell, we are now in a position to say in the light of Sandan’s experiment 
that the cell fragment, both ends of which are tied off, behaves as a com- 
pletely independent cell. Thus we may regard the strangulation as forced 
cell division and the cell fragments thus produced as “daughter cells.” By 
subjecting the Chara cell to centrifugal force before it is tied off, Hayashi 
was able to produce cell fragments whose cytoplasmic volume is different 
from that of the normal cell; for instance he brought forth cell fragments 
having no observable vacuole. In our experiment, we first induced trans- 
cellular osmosis by means of the following procedure so that the osmotic 
pressure of the cell becomes higher at one end and lower at the other be- 
fore the cell is tied off. 
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II. Material and Method 


For the experiment internodial cells of Nitella flexilis served as material. 
The plant was supplied from the Botanical Garden of Kyoto University and 
was cultivated in the laboratory in large glass vessels filled with tap water 
with enough soil at the bottom. The internodial cells, 3-5 cm. long, were 


freed from neighbouring cells and 
kept in the basic solutions used 
for the experiments (tap water or 
Knop’s solution diluted to 1/19) the 
standard concentration) for several 
hours prior to the experiment. 
The cell thus prepared was pla- 
ced in a vessel divided into two 
pools, A and B, in such a way that 
the two halves of the cell, a and b 
were submerged in different pools 
(Fig. 1, I). The central septum of 
the vessel was provided with a 
narrow groove just big enough for 
the internodial cell to be fitted in 
with a small amount of vaselin so 
that a water-tight seal is made. 
With this simple setup the solutions 
in the pools were readily exchanged 
for experimental solutions having 
different osmotic pressures. As a 
solute for establishing difference 
in osmotic pressure between the 
media in the two pools, we exclu- 
sively used sucrose as it is practi- 
cally impermeable to the Nitella cell. 
At definite periods of time after the 
two ends of the cell were brought 
in contact with solutions having 
different osmotic pressures, the cell 
was tied off at two points, one on A 
side and the other on B side, both 
near the central septum as shown in 
Fig. 1 (II). Asa result, a single inter- 
nodial cell was divided into three cell 
fragments, each of which had still 
many nuclei and could live quite 
normally showing a vigorous proto- 








(mm) 
Fig.1.The sequence of procedures for obtain- 
ing cell fragments having modified osmotic 
pressures. (I) As a result of transcellular 
osmosis occurring when water is at A and 
sucrose solution at B the osmotic pressure 
of the cell at b becomes higher than that at 
a. (II) The cell is tied off with strips of fine 
silk thread at two points near the septum 
with the result that three cell fragments are 
made. (III) The small central fragment was 
cut at the regions indicated by dash-dot lines 
in II so that two cell fragments (a and 6) 
with different osmotic pressures are freed. 


plasmic motion. In case when the tied-off cell fragments showed any ab- 
normalities resulting from the operation they were rejected from the experi- 
ment. The strangulated cell was then taken out of the vessel and the 
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central fragment was sacrificed so that the two terminal fragments a and b, 
were freed from each other (Fig. 1, ITI). 

These two isolated cell fragments were then susceptible to osmometry 
by means of incipient plasmolysis method. The plasmolysis of the inter- 
nodial cell occurs usually not in a convex form but in hollows. Using sucrose 
as a plasmolyticum, the osmotic pressures of the cells we used were shown 
to be 0.25-0.26 mol (May-September 1953) and 0.28—0.29 mol (May-July 
1955) at the time of incipient plasmolysis. 


III. Time-course of Changes in the Osmotic Pressures at the Two Ends 
of the Cell 


In the following experiments, either the tap water in which the material 
had been cultivated or Knop’s solution diluted to 4/19 the standard 
concentration was used for the medium in the pool A and the same solution 

with the addition of sucrose 
mol was admitted to the pool 
a B. Concentration range of 
sucrose used in pool B was 
between 0.2 and 1.0 mol. 
So far as the time-course 
of changes in the osmotic 
pressure of the cell is con- 
cerned, the kind of basic 
solution used, whether tap 
water or diluted Knop’s 
solution, did not make any 
serious difference in the 
ii results obtained. The im- 
portant factor which affects 
the rapidity and the total 
amount of water transport 
¥ = = is the concentration of 
sucrose in B. In order to 
Fig. 2. Relations of time to the changes in osmotic determine how the osmotic 
pressure at the two halves of the cell, a and b, in the pressures of the cell on a 
course of transcellular osmosis. Curves I, IT, and III 
are respectively obtained when b half of the cell was in 
contact with 0.2, 0.3, and 0.4 mol sucrose solutions - 
(dissolved in tap water) while a half was invariably transcellular osmosis takes 
in tap water. Curves designated as a and 6 represent place from A to B, the cell 
the osmotic pressure on a and b side of the internodial WS tied off at various in- 
oolt: tervals after transcellular 
osmosis was induced bet- 
ween A and B. The osmotic pressures of the cells on both sides were 
determined plasmolytically as already described. 
The fact that the experiment is highly reproducible, 7.e., that the different 
cells behave quantitatively all alike provided that the conditions of the 























d 
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side and on 6 side change 
in relation to time as 
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experiment are the same, allows us to figure out the general time-course of 
the osmotic pressure on the basis of the experiments performed on many 
individual cells. 

Fig. 2 represents how osmotic pressure of the internodial cell changes in 
relation to time at the two halves when they are subjected to external media 
having unequal osmotic pressures. 0.2, 0.3 and 0.4 mol sucrose (dissolved 
in tap water) were admitted to pool B while plain tap water was admitted 
to pool A in this case. Each open circle plotted shows the mean value of 
osmotic pressures of 4-7 specimens, the bar representing the mean error. 
It is noticed from this figure, that on the b side where exosmosis takes place, 
the concentration of the cell sap increases rapidly at first and less rapidly 
later, until plateaux are reached in about 15 minutes. On the other hand, 
on the a side where endosmosis takes place, the osmotic pressure decreases 
rapidly at first and later less rapidly, until final equilibrium is reached in 
about 15 minutes. The three pairs of curves take more or less symmetrical 
courses in reference to the base-line which represents the original osmotic 
pressure. 

That the osmotic pressures at both cell halves, a and b reach almost constant 
values in 15 minutes after the two cell halves are subjected to the media 
having different osmotic pressures, coincides well with the fact obtained by 
Kamiya and Tazawa (1956) that the osmosis of water through the cell 
also reaches a steady state? 15 minutes after the cell was subjected to the 
same condition. 


IV. Production of Cells of Divergent Osmotic Pressures 


Since the total amount of the solutes in the cell sap is limited, the upper 
limit of the osmotic pressure at B (Pg) which does not throw the cell into 
plasmolysis, depends on the ratio of the volume of the cell on b side (V») to 
the total volume of the cell (V_ + V>»)*. If mr is small, i.e., if the cell 

a b 
is divided so that V» is small as compared with Va, we can apply a solution 
of considerably high osmotic pressure to B without inducing the cell to 
plasmolysis. This is because the amount of solutes existing in the vacuole 
suffices to raise the osmotic pressure of the sap sufficiently high in a defi- 
nite small space (V») of the vacuole so that a stationary state is reached be- 
fore the cell is plasmolysed. By dividing the cell in the volume ratio of 


1:9 or he. = 1/19, the Pg can be made as high as 1.0 mol without 
Vat Vo 


plasmolysing the cell. Under such conditions the osmotic pressure can be 
made pronouncedly different between the two parts of one and the same cell. 

In a series of experiments we have subjected the internodial cells of 
Nitella to various osmotic gradients between 0.2 mol and 1.0 mol for 15 min- 


2 Osmosis of water does not stop completely due to the stirring effect of the sap for 
which protoplasmic motion is mainly responsible. 

3 The volume of the cell part mounted in the septum between A and B is included 
in V,, since it behaves like a in supplying solutes to 6. 
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utes by placing the cell in the experimental vessel in such a way that the 
septum of the vessel falls on an appropriate position in the cell. 

We then tied off the internodial cell at the two regions near the septum and 
cut the central cell fragment so that two independent cells are produced, one 
originating from pool A and the other from pool B. Osmometry of each cell 
immediately followed. Table 1 summarizes the results of the experiments. 
The differences in the osmotic pressure established between the pools A and 
B were 0.2, 0.3, 0.4, 0.6, 0.8, and 1.0 mols. Four measurements were per- 
formed in each series of the experiments. 


Table 1. Osmotic pressures at the two ends of an internodial cell of Nitella flewilis 15 min- 
utes after transcellular osmosis was induced under various osmotic gradients. 





Pp—Pas 4.8 atm. 7.2 atm. 9.6 atm. 
(at 20° C) Ea (0.2 mol sucrose) _ (0.3 mol sucrose) (0.4 mol sucrose) 
Va: VB ee | 2s 2 | Sr | 


0 \Pa=03M Pa=0 |[PR=04M 


| 


Pa4=0 Pp=02M| P4 = 
Measurement Be ae meee 
| Po Po 





0.45 


0.45 


mean 

(observed) 

calculated 
values 





Pp—Pas 19.2 atm. 24.0 atm. 
(at 20° C) x (0.6 mol sucrose) (0.8 mol sucrose) (1.0 mol sucrose) 


Va: VB 1:4 } £23 | 1:9 








P4=0 |\Pp=06M| P4=0 |PR=0.8M| P4a=0 PR=1.0M 
Measurement ee  - : ao aS ere 
} | Pa Pp } 





0.15 
0.15 


mean 

(observed) 

calculated 
values 


0.09 
0.14 
P 4, Pg: osmotic pressures of the solutions in pools A and B; P,, P,,: osmotic pressures 


of the cell inside on A and B sides; V,, V,,: volumes of a and 6 parts of the cell. The 
normal osmotic pressure (Py) of the cell was 0.26 mol. 


If we assume that the cell had reached an osmotic equilibrium and that 
no leakage of solutes took place from the cell during transcellular osmosis, 
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we can predict quantitatively the final osmotic pressures of both a and b in 
the following manner. 
As is well known, the net suction tensions of the cell on a and 6 sides are 

expressed as follows: 

Sa = Pa—Ta— Pa (1) 

Sp = Pp» — Ty — Ps, 
where S, and S, stand for the net suction tensions of the cell, P, and P; for 
the osmotic pressures of the cell sap, and P4 and Pz for the osmotic pressures 
of the external media, each subscript characterizing the corresponding side. 
Under a state of osmotic equilibrium we have 

Sa => Sp 

namely, 


Pa — Ta — Pa = Po —T — Po. 


Since 7’, and 7’, must be the same in one and the same cell, we get 


APs Pee (2) 


On the other hand, the total content of solutes in the vacuole being constant 
on the above assumption during the process, the solutes which left from one 
side of the cell must be added to the other side without any loss or gain. 
Thus we further have the following equation: 


Va (Po — Pa) = Vo (Ps — Po), (3) 


where V, and V, are the volumes of the cell parts on a and b sides and P, the 
original osmotic pressure of the cell. From equations (2) and (3) we get 


(4) 


The above equations show the final osmotic pressures of the sap to be ex- 
pected in the left (a) and right (6) parts of a single internodial cell if the 
cell were at an osmotic equilibrium and no leakage of solutes out of the cell 
occurred. 

The values calculated from formulas (4) are shown in Table 1 so that the 
osmotic pressure obtained by the experiment and that obtained by calcu- 
lation are compared with each other. From Table 1 we see that the observed 
values coincide satisfactorily with the theoretical values calculated from 
equations (4) as far as the difference in the osmotic pressure between A and 
B remains 0.2, 0.3 or 0.4 mol. This fact shows that the assumptions made 
when deriving equations (4) are true under the above conditions. It is, 
however, to be noticed that when the difference in the osmotic pressure 
increases, measured values are considerably lower than the calculated 
values not only on a side but also on 6 side. When the sucrose solution in B 
is replaced with water, thus bringing about ‘‘backward osmosis” (Kamiya 
and Tazawa 1956), the original osmotic pressure is in fact no longer restored 
in this case. This must mean that the solutes of the cell sap were partly 
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lost during transcellular osmosis. Therefore, the assumption made in the 
foregoing that no leakage of solutes took place from the cell during trans- 
cellular osmosis is held only when the concentration difference between A 
and B is less than 0.4 mol. 

All in all, the simple method mentioned above enables us to get cells 
having divergent osmotic pressures within the range of 0.06- 0.9 mol. In 
other words, we can not only lower the osmotic pressure of the cell to a value 
less than 1/4, the normal value, which was 0.26 mol in this case, but also 
raise it to a value more than 3 times the normal value. 


V. Osmoregulation of the Cell Having an Artificially Modified 
Osmotic Pressure 


The next problem with which we were concerned was the fate of the cells 
whose osmotic pressures deviate far from their normal values. We cultivated 
these cells and observed whether or not their abnormal osmotic pressures can 
be maintained. Various culture media were used in which the cells were 
kept, e.g., Knop’s solution diluted to 1/19) the standard concentration, 
distilled water, sucrose solution isotonic to the cell sap, and moist air. Cells 
with divergent osmotic pressures were kept in these media for a definite 
period of time at room temperature under natural diffused light (less than 
1000 lux) before they were submitted to osmometry by means of the method 
of incipient plasmolysis. 

In the material used for the following experiments, which were carried 
out in May-July 1955, incipient plasmolysis occurred at 0.28—0.29 mol under 
the normal state. This value remained practically constant when the plants 
were cultivated in the laboratory. However, once the osmotic pressure of 
the cell has been raised or lowered, those new, abnormal levels no longer 
remained constant. The following experiments revealed that the osmotic 
pressure of a cell which is higher than normal tends always to decrease and 
that lower than normal tends always to increase irrespective of external 
media. 

Experiments are performed in the following manner. The internodial cell 
was strangulated 15 minutes after one half of the cell was brought in con- 
tact with Knop’s solution of 1/19) the standard concentration and the other 
half with the Knop’s solution of the same dilution plus 0.2 mol sucrose 
(final concentration) so that two free “daughter” cells having higher and 
lower osmotic pressures are obtained from one and the same internodial 
cell. Each of these cells was kept individually in a small glass tube filled 
with Knop’s solution of !/,9) the standard concentration. Though the grown- 
up internodial cell of Nitella often did not survive long enough if they were 
once thrown into plasmolysis, we also encountered not a few specimens which 
tolerate the incipient plasmolysis without any observable ill effect. By sub- 
jecting such cells to incipient plasmolysis repeatedly at definite intervals it is 
possible to determine how the osmotic pressure of one and the same cell 
changes spontaneously as time elapses. Fig. 3 shows the results of a series 
of such experiments. In the upper group of the curves we see that the os- 
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motic pressures of four cells, which were 0.33—-0.35 mol at the beginning, 
decreased rather rapidly at first and more gradually later until the normal 
level was reached after two days. Two cells of the four showed a rapid 
decrease of their osmotic pressures in the first 24 hours reaching a level 
lower than the normal before they regained their normal osmotic pressure. 
On the other hand, the os- 
motic pressures, which were ™?! 
made aslowas0.16-0.18mol, 
increased gradually until 
almost the normal level was 
reached in 4-6 days. It is 
supposed that a cell, which 
has an osmotic pressure 
higher than normal, may 
release the excessive solutes 
into the external medium in 
the course of osmoregulation 
while a cell, whose osmotic 
pressure is lower than nor- 
mal, absorbs the solutes from 
the external solution. This 
wag indeed proved to be true 
by the present authors by 
conductivity measurement 
as wellas by successive flame- 





photometric analysis of K, 
Na and Ca in the external 
solution (unpublished). It is, 
however, noteworthy that 
the cell has also a capacity 
to augument its osmotic 
pressure without solutes be- : . : << 








0 1 2 3 4 5 6 days 


Fig. 3. The restoration process of the modified 

osmotic pressures to the normal level. Each of the 

8 lines represents the result obtained from one and 

the same cell kept in Knop’s solution of 4/19) the 
standard concentration. 


ing supplied from the out- 
side as is shown by the 
following experiments. 

Fig. 4 represents the re- 
lations to time of the changes 
in osmotic pressures of cells 
kept in distilled water. The osmotic pressures of cells were lowered or raised 
to 0.14-0.15 mol or to 0.35-0.36 mol. We see that the lower group of curves 
starting from 0.14-0.15 mol clearly shows a gradual increase of the osmotic 
pressure even though the cells did not fully recover its losses in 4 days. 
There being practically no solutes available outside for the augmentation 
of the osmotic pressure of the cell, we are necessarily led to the conclusion 
that the cell can recover its osmotic pressure, at least to some extent, 
independently of the solutes outside the cell. As for the curves of the 
upper group starting from 0.35-0.36 mol they take descending courses 
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similar to these shown in Fig. 3 until the normal level (0.29 mol) of the osmotic 
pressure is nearly reached. 

The next step we took in the experiments was to place the cells of abnor- 
mal osmotic pressure not in watery media but in oil, but effort to keep the 
cell in liquid paraffin or olive oil all failed, as the cell did not survive long 
enough in these media. 

We then tried to keep cells of abnormal osmotic pressures supported on 
two bars of glass in the moist air. The cells survived favourably under this 

condition. Here, too, the ten- 

= dency of the cells to approach 
04 the normal osmotic level was 
clearly observed, though the 
process was not striking as 
that in Fig. 3. Taking for 
example a cell whose osmotic 
pressure was made as high as 
0.36 mol, its osmotic pressure 
decreased to 0.31 mol after 
7 days. In another cell, the 
osmotic pressure, which was 
made as low as 0.19 mol, 
increased to 0.21 mol after 
7 days. Similar results were 
obtained in all other experi- 
ments performed under the 
same condition. The decrease 
of the osmotic pressure in 
this. case must have occurred 
under a condition in which 
the cell scarcely released 
solutes from the cell, since 
even though solutes are re- 
leased into small drops adher- 
ing, if any, to the surface of 
? the cell, the amount of solutes 
4 that suffices to make these 
days drops isotonic to the inside 


Fig. 4. Restoration of higher and lower osmotic of the cell is too small in order 


pressure towards the normal in cells submerged to account for the decrease of 
in distilled water. the osmotic pressure inside 


the cell. Thus we come to 
the conclusion that the cell can also decrease its osmotic pressure 
without losing solutes from the cell. The behaviour of the cell 
having an osmotic pressure lower than normal is a further proof 
of the conclusion derived from the foregoing experiment that the 
cell can increase its osmotic pressure without importing solutes 
from the outside. 
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To sum up, the above experiments show that the cell has a marked capa- 
city to regain the normal level of osmotic pressure even when import or ex- 
port to/from the cell is hindered. 


VI. The Bearing of Turgor Pressure on Osmoregulation 


Cells having different osmotic pressures have naturally different turgor 
pressures in the same external medium. Hence there is a possibility that 
the osmoregulation might have its origin in the abnormal turgor pressure 
of the cell. In order to 
ascertain this point the 
following experiment was 
performed in which the 
external medium was kept 
nearly isotonic to the cell 
inside so that the turgor 
pressure of the cell was 
negligible. 

One of the cells used 
in the experiment, which 
showed incipient plasmo- 
lysis in 0.35 mol sucrose 
solution, was transferred 
to 0.34 mol sucrose solu- 
tion in which no plasmoly- 
sis took place. The turgor 
pressure of the cell was 
therefore nearly null in 
this case. After 24 hours, > 
however, the cell was 6 
found to be plasmolysed da 
spontaneously in the very ‘Fig. 5. Restoration of higher osmotic pressures to 
solution which was kept the normal in cells kept in isotonic sucrose solution. 
in a small dish with a 
cover. The cell was then brought stepwise to sucrose solutions of lower 
osmotic pressures. Complete deplasmolysis of the cell was observed only 
when the osmotic pressure of the external solution was made as low 
as 0.32 mol. 24 hours after the cell was kept in 0.32 mol sucrose 
solution we observed that the cell was thrown into plasmolysis again. The 
cell was now transferred to 0.31 mol] sucrose solution in which deplasmolysis 
occurred. Next day, however, spontaneous plasmolysis took place again in 
the 0.31 mol sucrose and the same cell was now transferred to 0.30 mol 
solution in which no plasmolysis was observed. Repeating these procedures . 
several times, the osmotic pressure of the cell eventually reached 0.29 mol 
which was the normal value for this material. Once the cell reached the 
normal level of the osmotic pressure, no spontaneous plasmolysis took place 
any longer in the isotonic medium. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 28 


mol 


O04 








ys 
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We conducted similar experiments in many different cells, but the re- 
sults obtained were basically all alike. Fig. 5 shows the results obtained in 
four different cells under similar conditions. Cells having osmotic pressures 
of 0.35-0.36 mol decreased them to 0.28-0.30 mol after 6 days. We are 
thus in a position to say that the cell whose osmotic pressure is made higher 
than normal, tends to decrease it spontaneously even though the cell is 
kept in an nearly isotonic medium. This fact shows that the turgor pressure 
does not play an essential role as a key factor of osmoregulation. 


VII. Discussion 


In the present paper we have introduced a method for obtaining cells 
having abnormal osmotic pressures in a range as wide as 4/,-3 times the 
normal level. One of the merits of our method is its simplicity. 

Our technique offers a unique opportunity to determine the mechanical 
strength of the cell wall. Most plant cell walls being strong enough to tolerate 
the turgor pressure when the cells are submerged in distilled water, it is 
rather rare for ordinary plant cells to suffer plasmoptysis simply through 
lowering of the osmotic pressure outside. The situation is, however, different 
for the cell whose osmotic pressure is made abnormally high. Using such cells 
it was possible for us to have it suffer plasmoptysis in distilled water and 
to determine just how much osmotic pressure of the cell sap is necessary 
for causing plasmoptysis. After a series of experiments this critical osmotic 
pressure was found to be between 0.5—0.6 mol, or 12-14atm. The natural 
osmotic pressure being 0.26 mol (6.2 atm.) in this case, this means that the 
wall of the internodial cell is constructed to bear a turgor pressure twice as big 
as that produced by the normal sap concentration. The cell wall of Nitella 
can therefore be said to be made with the safety factor of about 2 in respect 
to mechanical tension. But it is important to note that the position of 
burst is never at the lateral wall but always at one of the two terminal ends, 
either near the node cells or the strangulated part where the cell wall is 
under unnatural stress due to tying-off. The safety factor of 2 is therefore 
concerned with the terminal parts of the cell which are most vulnerable to 
turgor pressure. In the intact plant these terminal ends being not exposed to 
the outside, the turgor pressure strong enough to induce plasmoptysis must 
still be higher. 

As for the protoplasmic streaming, it was pointed out by one of us that 
the rate is highest at the normal osmotic pressure and decreases as the 
osmotic pressure of the cell deviates from the normal value, whether it 
may be higher or lower (Kuroda, unpublished). 

One of the problems, which are of a special physiological significance and 
which our technique may help attack is a self-regulatory mechanism of the 
osmotic pressure of the living cell. 

We found that a fragment of an internodial cell of Nitella, whose cell sap 
concentration was made greater than normal, decreased its concentration 
spontaneously until eventually the normal level was reached. A cell frag- 
ment, whose sap concentration was made smaller than normal, increased 
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its concentration also spontaneously toward the normal level. These facts 
most clearly demonstrate that there is in a cell a self-regulatory mechanism 
through which the osmotic pressure of the cell is kept constant. This is com- 
parable to the situation in animals where various physical and chemical quan- 
tities, including osmotic pressure, of the blood or body fluid are regulated 
within a very narrow range. The so-called homeostasis in an individual 
animal must be also true with a single plant cell. 

An important factor existing in a self-regulatory mechanism in both 
living and non-living systems is what is known by engineers as “feed-back.” 
A portion of the output of a system is fed back to control the input; the 
chain of cause and effect is closed in a loop of interdependent events. A self- 
regulating process always involves this principle which is also found in 
a thermostat for our routine laboratory use. 

Our problem here is to elucidate what is the feed-back chain of osmoregu- 
lation in the living cell. We do not know as yet how the cell ‘perceives’ the 
osmotic pressure being abnormal and in what manner it is fed back to the 
effector (input) so that the “‘osmostat’’ mechanism functions. Nor do we 
know the nature of the effector of osmoregulation, though we can think of 
two possibilities, namely, either ‘bound’ ions in cytoplasm may become 
free and be released into vacuole (or vice versa), or molecules of high mole- 
cular weight may decompose (or vice versa) during the osmoregulatury pro- 
cess. The fact which was so far made clear in the foregoing is that the turgor 
pressure plays no important role in the feed-back chain of self-control. 


Summary 


1. When one end of an internodial cell of Nitella is brought in contact 
with water, and the other end with the solution of sucrose, transcellular 
osmosis takes place from water side to the sucrose side. 


2. Accompanying transcellular osmosis, the cell sap on the water side 
is diluted and that on the sucrose side is concentrated. The magnitude of the 
polar change in sap concentration is dependent on the difference in osmotic 
pressure between the two external solutions. 


3. By tying off an internodial cell of Nitella with strips of silk thread 
after inducing transcellular osmosis, it is possible to produce cells having 
arbitrary osmotic pressures within the range of as high as 3 times and as low 
as 1/, the normal level. 


4. The cells thus produced, which are in fact fragments of the mother 
internodial cell, can survive indefinitely. 

5. The cell, whose osmotic pressure is abnormally high or low, has a 
marked tendency to be restored to its normal level. 

6. The tendency to be restored to the normal osmotic pressure is main- 


tained, if not fully, even when the import or export of solutes to/from the 
cell is prevented. 


7. Turgor pressure of the cell plays no essential role in the osmoregulation. 
28* 
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Fluorochromierung pflanzlicher Zellen mit Fluoreszent X 
(reduziertem Neutralrot)! 


Von 


Oswald Kiermayer 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitit Wien 


(Eingelangt am 22. Oktober 1955) 


Einleitung 


Die Vitalfarbung, die sich seit Pfeffers klassischer Arbeit (1886) zur leistungs- 
fahigsten Methode der modernen Zellphysiologie entwickelte, hat durch die Begriin- 
dung der Fluoreszenzmikroskopie eine gewaltige Belebung erfahren. Der groBe metho- 
dische Vorteil, den die Fluorochromierung gegeniiber der Hellfeldfarbung bietet, liegt 
darin, daB die meisten Fluoreszenzfarbstoffe bereits in geringsten, fiir die lebende Zelle 
unschadlichen Konzentrationen im UV-Licht stark und kontrastreich leuchten, wiah- 
rend man bei Hellfeldfairbung bedeutend héhere Farbstoffkonzentrationen anwenden 
mu8B, um deutliche Farbebilder zu erhalten. 

Zur vitalen Fluorochromierung stehen heute eine Reihe basischer wie saurer Farb- 
stoffe, so vor allem Coriphosphin (Haitinger 1938), Akridinorange, Pyronin, ferner 
Auramin, Chrysoidin, Rhodamin B und aus der Reihe der Oxyfluoronfarbstoffe das 
Fluoreszein (Kiister 1926) zur Verfiigung. Mit Hilfe dieser Fluoreszenzfarbstoffe war 
es méglich, vielen Problemen der Permeabilitaét, Leitung und Speicherung von Stoffen 
durch die lebende Zelle, sowie der Frage nach der Struktur des Protoplasmas 
und dem Hautschichtenproblem naherzukommen. 


Bei Verwendung von Vitalfarbstoffen als Redoxindikatoren konnte in 
jiingster Zeit, zumal durch die Arbeiten von Fritz (1951), Drawert (1953) 
und Betz (1953), gezeigt werden, daB neben den oben angefiihrten gebrauch- 
lichen Fluorochromen auch einige Hellfeldfarben unter bestimmten Be- 
dingungen als Fluoreszenzfarbstoffe Verwendung finden kénnen. So be- 
richteten Fritz (1951) und Betz (1953) iiber Prune pure, daB es im re- 
duzierten Zustand stark fluoresziert. Werden z. B. Zwiebelschuppen- 
epidermen mit Prune pure vitalgefarbt und danach mit einem Deckglas 
abgeschlossen, so tritt im Hellfeld mit zunehmendem Sauerstoffmangel eine 
Umfarbung der vorerst blau gefarbten Schnitte nach BlaBgelb ein, mit der 
verbunden eine starke Fluoreszenz des Plasmas zu beobachten ist. Bei 
O,-Zufuhr wird die Fluoreszenz stark gemindert und die Blaufaérbung im 
sichtbaren Licht tritt wieder ein. Drawert (1953) konnte bei Fluorochro- 


1 Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zu seinem 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
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mierungsversuchen mit Janusgriin B und Berberinsulfat (vgl. Perner 
1952a) zeigen, daB eine Chondriosomenfarbung bei Alliwm cepa nur bei 
ausreichender Sauerstoffspannung erfolgt. Bei O,-Mangel verschwindet die 
Chondriosomenfarbung und es beginnen ihrerseits die Mikrosomen intensiv 
zu fluoreszieren. Diese Mikrosomenfluoreszenz ist von der Lebenstatigkeit 
der Zelle abhingig. Sauerstoffzutritt bedingt sofort wieder deren Léschung. 

Aus diesen Beobachtungen geht hervor, da8 verschiedene Hellfeldfarb- 
stoffe bei Sauerstoffmangel in der lebenden Zelle durch deren Lebenstitig- 
keit reduziert werden und in ihrer Leukoform im UV-Licht stark fluores- 
zieren. Diese Verainderung der Farbstoffe (Reduktion) fiihrt auBerdem zu 
einer Anderung ihrer Verteilung innerhalb der Zelle (Drawert 1953). 

Gelegentlich von Vitalfarbestudien an pflanzlichen Vakuolen (K ier- 
mayer 1954, 1955), bei welchen vor allem die Vakuolen der Desmidiaceen 
beziiglich ihres Verhaltens gegeniiber Vitalfarbstoffen und bei Zentrifugie- 
rung eingehend untersucht wurden, ergaben sich bei Sauerstoffmangel, 
zumal in mit Neutralrot gefairbten Praparaten, auffallende und auf Redox- 
erscheinungen zuriickfiihrbare Verhiltnisse, die im folgenden dargelegt 
werden sollen. Daneben soll auch auf die Méglichkeit der Verwendung von 
reduziertem Neutralrot (Fluoreszent X) als Fluorochrom niaher ein- 
gegangen werden. 


Material und Methodik 


Fir die nachfolgenden Vitalfirbeversuche an Desmidiaceen stand mir 
sehr gutes Material aus verschiedenen Hochmooren der 6sterreichischen 
Alpen, vor allem aus Mooren bei Tamsweg?, aus der Ramsau am Fufe des 
Dachsteins* und aus Karlstift im Waldviertel* zur Verfiigung. Von dort 
wurden die Algen anlaBlich verschiedener Exkursionen des Instituts nach 
Wien gebracht und hier weiterkultiviert. 

Fir vergleichende Versuche kamen neben Algenzellen auch Gewebe- 
schnitte der Ober- und Unterepidermis von Alliwm cepa zur Verwendung. 

Die Behandlung der Algenzellen mit Farbstofflésungen erfolgte in der 
von Cholnoky und H6fler (1950), Héfler und Schindler (1951, 1955), 
Hirn (1953) angegebenen Art, und zwar wird ein Tropfen Algenmaterial 
mittels einer Pipette aus dem Kulturflischchen auf einen Objekttriger ge- 
bracht, das Moorwasser griindlich mit Filtrierpapier abgesaugt und die 
Farbstofflésung zugesetzt. Neutralrot konnte zur Erzielung einer Vakuolen- 
farbung dank seines niederen, um pH 7 gelegenen Umschlagspunktes schon 
ungepuffert in Wiener Leitungswasser (pH um 7,8) geboten werden. Die 
Konzentration betrug meist 1:5000 bis 1:10.000. Zirka 5 bis 8 Minuten 
nach der Zugabe der Farbstofflésung wurden die Algen mit einem Deckglas 


2 legit W. Loub, A. Diskus, W. Url, K.Hilmbauer und O.Kiermayer. Vgl. 
die Kartenskizzen bei Loub (1953) und Loub, Url, Kiermayer, Diskus und Hilm- 
bauer (1954). 

3 legit Prof. K. Héfler, Doz. H. Schindler und Dr. I. Krebs. Vgl. Héfler und 
Schindler (1951, 1953, 1955), Cholnoky und Schindler (1951), Krebs (1951), 
Kiermayer (1954, 1955). 

4 legit Frl. cand. phil. T. Tollerian. 
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bedeckt, die iiberschiissige Farblésung abgesaugt und das Priparat mit 
Vaseline luftdicht abgeschlossen. 

Die Gewebeschnitte von Alliwm cepa wurden entweder so wie das Algen- 
material auf dem Objekttraiger mit der Farbstofflésung versetzt, meist aber 
direkt in die verdiinnten Farbbider eingelegt. 


Die Versuche 


Wird ein Algenmaterial in der oben angegebenen Weise mit einer Neutral- 
rotlésung 1:6000 (gelést in Wiener Leitungswasser) versetzt, so tritt schon 
nach anfanglich roter Membranfarbung eine deutliche rote Vakuolenfarbung 
ein, die mit zunehmender Farbedauer an Intensitaét immer mehr zunimmt. 
Haben die Vakuolen eine gewisse Farbintensitat erreicht, so kommt es zu 
einer fiir Desmidiaceen sehr charakteristischen Vakuolenkontraktion 
(Cholnoky und Héfler 1950; Kiermayer 1954; Héfler und Schindler 
1955). Diese besteht darin, daB sich das bei Desmidiaceen meist in mehrere 
Wabenkammern unterteilte Vakuom nicht als ganzes, wie etwa bei 
Alliwm-Epidermiszellen, kontrahiert, sondern daB sich jede Wabenkammer 
fiir sich abrundet und dann als intensiv rote Kugel zwischen den Chloro- 
plastenleisten liegt. Der Raum zwischen den Chloroplastenleisten und den 
einzelnen kontrahierten Vakuolen bleibt von farbloser Fliissigkeit erfillt. 

Haufig sind in solchen gefairbten Vakuolen noch dunkelrote Entmi- 
schungskugeln festzustellen, deren GréBe jeweils der GréBe der Waben- 
vakuole, in der sie liegen, entspricht. Besonders die Endvakuolen von Clo- 
sterien (Closterium lunula) zeigen stets eine oder mehrere groBe rote Ent- 
mischungskugeln. 

Wird nun ein Praparat, das solcherart gefirbte Zellen verschiedener 
Desmidiaceen enthalt, mit Vaseline luftdicht abgeschlossen und mehrere 
Tage kihl und bei normalem Lichtzutritt (am besten in einem nordseitigen 
Fenster) aufgestellt, so zeigt sich, daB ein groBer Teil der Zellen zwar stark 
gefarbt, trotzdem aber normal lebend ist (normale Plasmastrémung zeigt), 
andere durch iibermaBige Farbspeicherung stark nekrotisch wirken und 
wieder andere teilweise entfarbt sind. Diese letzte Gruppe von Zellen, 
bei denen einige Wabenvakuolen farblos sind, andere unmittelbar an solche 
farblose Vakuolen angrenzende Wabenkammern jedoch noch intensive 
Farbspeicherung aufweisen, verdienen besondere Aufmerksamkeit. Wahr- 
scheinlich ist hier der Farbstoff innerhalb ein und derselben Zelle aus einigen 
Wabenvakuolen exosmiert, waihrend er in anderen noch gespeichert wird. 
In vielen Fallen konnte auch beobachtet werden (Kiermayer 1955), daB 
bei der Entfarbung einiger Wabenvakuolen deren Nachbarvakuolen be- 
deutend an Farbintensitat zunahmen, was wahrscheinlich auf einer Per- 
meation des Farbstoffes aus der sich entfarbenden Vakuole in die noch ge- 
fairbte Nachbarvakuole zuriickzufiihren ist. Da alle Zellen mit teilweise 
entfarbten Vakuolen sehr bald absterben, ist anzunehmen, daB die partielle 
Entfarbung den ersten Beginn einer Nekrose darstellt. Es kann vielleicht 
angenommen werden, daf dabei von seiten des nekrobiotisch veranderten 
Plasmas basische Stoffe in den Zellsaft abgegeben werden. Diese An- 
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nahme wird dadurch gestirkt, daB bei Vitalfiirbeversuchen mit Misch- 
lésungen von Neutralrot-Toluylenblau bei nekrotischen Desmidiaceen- 
Zellen Neutralrot, d. h. also der Farbstoff mit dem niedrigeren Umschlags- 
punkt exosmiert, wahrend fiir Toluylenblau die Ionenfalle weiterhin er- 
halten bleibt (Kiister 1942, Kiermayer 1955, 8. 20 und Farbtafel). Durch 
eine pH-Erhéhung kénnten sich somit die in den Vakuolen gespeicherten 
Farbionen zu Molekiilen zusammenschlieBen und in dieser lipophilen Form 
durch das Plasma ins Freie bzw. in eine anschlieBende Nachbarvakuole 
exosmieren. Die teilweise Entfirbung des Vakuoms nach Neutralrotfarbung 
ware demnach als erster Beginn einer partiellen Nekrose zu deuten. 

Wird ein Praparat mit schwicher gefirbten Algenzellen 14 Tage bis 
3 Wochen luftdicht abgeschlossen, so zeigt sich eine auffallende Verinde- 
rung des in den Vakuolen gespeicherten Farbstoffes: An Stelle des vor- 
erst rein roten Farbtones sind alle Vakuolen leuchtend 
dottergelb gefairbt. Selbst die im Praparat vorhandenen Detritusteil- 
chen sind gelb und nur das lebende Plasma der Zellen, die Zellkerne und 
die Zellwinde bleiben farblos. Solche auf Gelb umgefarbte Vakuolen konn- 
ten besonders deutlich bei Closteriwm lunula beobachtet werden: Alle 
Wabenvakuolen der lebenden, stark str6menden Zellen waren hier auf Gelb 
umgefarbt und enthielten groBe dunkelrote Entmischungskugeln. Eine 
Umfarbung der Entmischungskugeln konnte nie beobachtet werden. Die 
Endvakuolen der Closterien waren stets stirker gelb gefarbt und enthielten 
eine oder mehrere grofe rote Kugeln. Es war auffallend, daB selbst nach 
dreiwéchigem vollkommenem Luftabschlu8B bei extremer Sauerstoffarmut 
der von Strugger (1949b) fiir neutralrotgefirbte Alliwm-Zellen beschrie- 
bene Asphyxie-Effekt bei Algen nie festgestellt werden konnte, waihrend 
er bei vitalgefirbten und luftdicht abgeschlossenen Alliwm-Epidermen 
stets auftrat. 

Da die von Rot nach Gelb umgefarbten Zellen keinerlei nekrotische Ver- 
anderungen zeigten, kann diese Umfarbung nicht wie vorher beschrieben 
auf einer pH-Erhéhung durch Abgabe basischer Stoffe von seiten eines 
nekrobiotisch verinderten Plasmas beruhen, sondern scheint aller Wahr- 
scheinlichkeit nach durch eine Reduktion von Neutralrot verursacht zu 
sein. Allerdings stellt hier das Reduktionsprodukt nicht wie bei den meisten 
anderen Farbstoffen (z.B. Methylenblau, Brillantkresylblau, Toluylen- 
blau usw.) eine farblose Leukobase dar, sondern erscheint vielmehr als die 
von Clark und Perkins (1932) ausfiihrlich beschriebene gelbe Modi- 
fikation der Leukobase. 

Die beiden genannten Autoren haben sich eingehend mit dem Problem 
der Reduktion von Farbstoffen beschaftigt und unter anderem auch Neu- 
tralrot genau studiert. Es stellte sich heraus, daB Neutralrot, durch ge- 
eignete Reduktionsmittel veranlaBt, nur unterhalb pH 4 und oberhalb 
pH 6 in eine farblose Leukoform iibergeht, da8 sich jedoch zwischen diesen 
pH-Werten eine gelbe, schon bei gewéhnlichem Tageslicht stark griinlich 
fluoreszierende Modifikation derselben bildet. Clark und Perkins nannten 
dieses Reduktionsprodukt wegen seiner Fluoreszenzeigenschaften ,,Flu- 
oreszent X‘“. Nach Angaben der Autoren kann diese Substanz auch 
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kristallin in Form orthorhombischer anisotroper Kristalle erhalten werden, 
die durch mehrere Jahre hindurch bestindig sein sollen. In alkalischer 
Lésung bleibt Fluoreszent X auch bei O,-Zufuhr erhalten, dagegen geht es 
im sauren Bereich bei Zufuhr von Sauerstoff sehr bald in das rote Oxydant 
iiber. 

Nachdem Neutralrot in lebenden Zellen bei starkem Sauerstoffmangel 
des Mediums zur gelben Modifikation der Leukobase umgewandelt werden 
kann und in dieser Form in den Vakuolen gespeichert wird, schien es von 
besonderem Interesse, Vitalfairbeversuche mit vorher durch ein chemisches 
Reduktionsmittel reduziertem Neutralrot durchzufihren. 


Vitalfarbeversuche mit Fluoreszent X 


Zur Durchfiihrung der Vitalfairbeversuche an Algenzellen mit Fluores- 
zent X war es vorerst notwendig, ein geeignetes chemisches Reduktions- 
mittel zu finden, um Neutralrot von der oxydierten in die reduzierte Form 
tiberzufiihren. Fiir diesen Zweck schien mir Rongalit, das bereits von 
mehreren Autoren zur Reduktion von Vitalfarbstoffen herangezogen wurde, 
sehr geeignet. Versetzt man 10 cm* einer 10—-?%igen Neutralrotlésung mit 
0,2 cm® einer 10—'%igen Rongalitlésung, so schligt die rote Lésung bei 
Erwarmung in eine gelbe, schon bei gewohnlichem Tageslicht stark griinlich 
fluoreszierende Lésung um. Wird nun diese Lésung in einer Pufferreihe mit 
Benzol ausgeschiittelt, so ergibt sich, da8 Fluoreszent X weder im sauren, 
neutralen noch basischen Bereich merklich im Benzol gelést wird. Bei 
Vitalfairbung von Algenzellen mit Fluoreszent X in Pufferreihen steigender 
Wasserstoffionenkonzentration zeigte sich im sauren Bereich (ca. bis pH 7) 
eine gelbe Anfarbung der Membran, wahrend ab pH 7 im alkalischen Bereich 
die Vakuolen eine dottergelbe Farbung annahmen. Allerdings dauert 
hier die Anfarbung der Vakuolen trotz starkerer Farbstoffkonzentration 
10 bis 20 Minuten, wihrend mit oxydiertem Neutralrot schon nach wenigen 
Minuten eine deutliche Vakuolenfirbung zu beobachten ist. 

Betrachtet man Zellen mit gelber Vakuolenfirbung im ultravioletten 
Licht, so zeigt sich eine starke weiBgelbe Fluoreszenz des Zellsaftes. 
Diese war jedoch nur bei jenen Algenzellen zu beobachten, die nach Héfler 
und Schindler (1951, 1955) einen ,,leeren‘ Zellsaft besitzen, wie z. B. 
Micrasterias rotata, M. denticulata, Cosmarium tetraophtalmum und viele 
andere. Bei allen jenen Arten aber, die ,,volle“, d. h. speicherstoff- 
fiihrende Zellsifte besitzen (z. B. Cylindrocystis Brebissoniit, Netrium di- 
gitus), war trotz starkster gelber Hellfeldfarbung nicht die geringste 
Fluoreszenz zu beobachten. Wahrend der Chloroplast bei den Arten mit 
leerem Zellsaft statt der roten Primiarfluoreszenz in einem warmen gold- 
braunen Farbton fluoreszierte, war die Chloroplastenfluoreszenz bei Zellen 
mit vollem Zellsaft vollkommen geléscht. Es scheint, daB bei Cylindro- 
cystis und Netriwm zelleigene Speicherstoffe mit dem permeierten Farbstoff 
eine chemische Bindung eingehen, die der Fluoreszenz vollkommen ent- 
behrt. 

Wird ein Praparat, das Algenzellen mit gelb gefarbten Vakuolen enthiilt, 
luftdicht abgeschlossen und bei normalem Lichtzutritt aufgestellt, so tritt 
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nach ca. 2 Stunden eine allmahliche Umfarbung der vorerst gelben Vakuolen 
nach Rot ein. Diese Umfirbung der gelben Leukoform zur oxydierten Stufe 
(Neutralrot) muB als Reoxydation aufgefaBt werden, die allerdings nur 
so lange vor sich gehen kann, als im Priparat selbst noch geniigend Sauer- 
stoff vorhanden ist. Da angenommen werden darf, da der pH-Wert der 
Desmidiaceen-Vakuolen im schwach sauren Bereich liegt, steht die Beob- 
achtung mit den Ergebnissen von Clark und Perkins, die fanden, dab 
Fluoreszent X im sauren Bereich reoxydierbar ist, in gutem Einklang. 

Neben Algenzellen wurden orientierend auch die Ober- und Unterepi- 
dermen von Allium cepa einer Vitalférbung mit Fluoreszent X unterzogen. 
Dabei ergab sich, daB die leeren Zellsifte der Unterepidermis im basischen 
Farbbad (pH 10,1) eine gelbe Heilfeldfarbung annahmen, im UV-Licht 
dagegen intensiv griin fluoreszierten. Die vollen Zellsifte der Ober- 
epidermis waren im Hellfeld rétlichbraun, leuchteten dagegen im UV-Licht 
in einem warmen gelbbraunen Farbton. 

Damit ergeben sich also sowohl zwischen den ,,leeren“ Zellsiften von 
Algen und dem ,,leeren“‘ Zellsaft der Alliwm-Unterepidermis einerseits, wie 
auch zwischen dem vollen Zellsaft von Cylindrocystis Brebissonit und 
Netrium digitus gegeniiber den vollen Zellsiften der Oberepidermis von 
Allium eindeutige fluoreszenz-optische Unterschiede: Der ,,leere‘‘ Zellsaft 
der Algen fluoreszierte weiBgelb, der der -Alliwm-Unterepidermis griin; der 
,volle“ Zellsaft von Cylindrocystis und Netriwm zeigte keine Fluoreszenz, 
der der Alliwm-Oberepidermis eine deutliche gelbbraune Fluoreszenz (vgl. 
die nachfolgende Tabelle). Es ist auf diese Weise vielleicht ein erster Ansatz 
zu einer weiteren Gliederung sowohl der ,,vollen‘‘ wie auch ,,leeren“ Zell- 
sifte gegeben. 

Fdarbung mit Fluoreszent X. 





Voller Zellsaft Leerer Zellsaft 


Alliwm-Unter- | Micrasterias, 


Allium-Ober- Netrium, 
epidermis Cylindrocystis | epidermis | Cosmarium 





| 


Hellfeld | rétlichbraun | dunkelgelb | hellgelb | gelb 


Fluoreszenz | gelbbraun fluoreszenzfrei griin | weiBgelb 


Wie die obigen Versuche zeigten, stellt somit Fluoreszent X ein fiir zell- 
physiologische Untersuchungen sehr brauchbares Fluorochromierungs- 
mittel dar, das vor allem wegen seiner Unschidlichkeit, seiner schon in 
geringsten Konzentrationen starken Leuchtkraft, besonders aber wegen 
seiner Fahigkeit zur Metachromasie empfohlen werden kann. Durch seine 
leichte Reoxydierbarkeit im sauren Milieu wird Fluoreszent X auBerdem 
ein Indikator fiir intrazellulire Oxydationsprozesse. 


Zusammenfassung 


In vorliegender Arbeit wird iiber Vitalfiirbeversuche an pflanzlichen 
Zellen mit Neutralrot bei nachfolgendem Luftabschlu8, sowie iiber Farbe- 
versuche mit reduziertem Neutralrot (Fluoreszent X) berichtet. 
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Bei Vitalfirbung von Desmidiaceen-Zellen mit Neutralrot und nach- 
herigem Luftabschlu8 ergab sich bei einem Teil der Zellen eine partielle 
Entfarbung des Vakuoms, die aller Wahrscheinlichkeit nach auf eine 
pH-Erhéhung der betreffenden Vakuolen durch das nekrotisch verinderte 
Protoplasma zuriickzufiihren ist (Kiister 1942, Kiermayer 1955). Ein 
Teil der Zellen zeigte nach zwei- bis dreiwéchigem LuftabschluB eine auf- 
fallende Veranderung des in den Vakuolen gespeicherten Farbstoffes: Die 
vorerst rot gefirbten Vakuolen haben sich nach Dottergelb umgefarbt. 
Diese Umfarbung beruht wahrscheinlich auf einer Reduktion von 
Neutralrot zur gelben Modifikation der Leukobase, die von 
Clark und Perkins (1932) wegen ihrer Fluoreszenzeigenschaften als 
Fluoreszent X bezeichnet wurde. 

Vitalfirbeversuche mit Fluoreszent X, das durch Reduktion von Neutral- 
rot mittels Rongalit gewonnen wurde, ergaben bei alkalischer Reaktion der 
Farbbiader starke Vakuolenfarbung. Sowohl die Vakuolen der Desmidiaceen 
als auch die Allium-Epidermiszellen farbten sich stark gelb bis braungelb 
an. Im Fluoreszenzmikroskop fluoreszierten die leeren Zellsifte verschie- 
dener Desmidiaceen stark weiBgelb, waihrend die der Alliwm-Unterepider- 
men leuchtend griin waren. Die vollen Zellsifte von Netrium digitus und 
Cylindrocystis Brebissonii blieben auch bei starkster braungelber Hellfeld- 
firbung fluoreszenzlos, wihrend die der Alliwm-Oberepidermis in einem 
warmen braunen Farbton leuchteten. Auf diese Weise ist nicht nur ein 
fluoreszenzoptischer Unterschied zwischen ,,vollen‘‘ und ,,leeren“ Zell- 
siften, sondern es sind auch Unterschiede innerhalb dieser beiden Gruppen 
festzustellen. Es ist damit vielleicht ein erster Ansatz zur weiteren Auf- 


schliisselung sowohl der vollen als auch der leeren Zellsaifte gegeben. 

Fluoreszent X scheint somit ein zur vitalen Fluorochromierung brauch- 
barer und besonders zur Differenzierung pflanzlicher Zellsifte sehr geeig- 
neter Farbstoff zu sein. AuBerdem kann Fluoreszent X, wie die entsprechen- 
den Versuche zeigten, wegen seiner leichten Reoxydierbarkeit im sauren 
Milieu auch als Indikator fiir intrazellulare Oxydationsprozesse Verwendung 
finden. 
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Literatur 


A. Einleitung 


Die Zellwainde der Rhodophyceen sind bis jetzt vor allem nach zwei Rich- 
tungen hin bearbeitet worden: Einerseits interessierten sich schon seit langer 
Zeit die mikroskopisch arbeitenden Forscher fiir die Morphologie derselben. 
So wurden die Vorginge des Membranwachstums, die Schichtungen und 
Tipfelbildungen in der Zellwand schon im vorigen Jahrhundert wiederholt 


* Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zu seinem 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
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untersucht und in zahlreichen Arbeiten beschrieben. Von allgemeinerer Be- 
deutung wurden diese Untersuchungen, als Strasburger (1882) das Mem- 
branwachstum von Bornetia secundiflora (beschrieben von Schmitz 1880) 
zur Stiitzung seiner Appositionstheorie verwendete. Strasburgers Zeich- 
nung und die Bilder von Berthold (1886) sind seither in zusammenfassen- 
den Darstellungen iiber diesen Gegenstand 6fters zu sehen, und zwar zum 
Teil deshalb, weil neuere Bearbeitungen fast voéllig fehlen. Einen guten 
Uberblick iiber die Entwicklung des besprochenen Forschungsgebietes bis 
zur Mitte der dreiBiger Jahre gibt uns Kylin (1937) in seiner groBen, zu- 
sammenfassenden Darstellung. Danach besteht die Zellwand der Rhodo- 
phyceen im allgemeinen aus zwei Schichten, von denen die innere Zellu- 
lose, die iuBere Pektinverbindungen enthalt. Die auBere Begrenzung bildet 
bei den derberen Formen ein kutikulaihnliches Hautchen, das den mehr 
schleimigen Formen abgeht. Die mit dem Zellwachstum einhergehende 
Apposition neuer Membranlamellen gibt sich oft als Schichtung der Mem- 
bran zu erkennen. An den Spitzenzellen werden die jiingeren Schichten 
manchmal unter Dehnung und Sprengung der alteren durch diese hindurch- 
geschoben. Die Zellen sind oft durch primaire, schon bei der Zellteilung an- 
gelegte Tiipfel, manchmal hingegen durch sekundire Tiipfel, die im Laufe 
eigenartiger Zellfusionen entstehen, miteinander verbunden. Ob dabei zwi- 
schen den Zellen direkte Plasmaverbindungen bestehen, ist nach Kylins 
Darstellung strittig. Das Protoplasma haftet sehr fest an der Zellwand 
und ist besonders viskos, so daB eine Plasmolyse schwer eintritt und fiir die 
Zellen sehr schidlich ist (H6fler 1930, 1931). Bei Formen mit gallertiger 
Zellwand kommt es oft iiberhaupt zu keiner Plasmolyse, sondern die Zell- 
wand quillt in dem Mae, wie der Protoplast schrumpft (Kotte 1914, 
Walter 1923). 

Die andere Richtung der Erkenntnisse tiber die Zellwande der Rotalgen 
fiihrt uns in die Chemie. Schon lange war bekannt gewesen, daB zahlreiche 
Vertreter dieser Pflanzengruppe beim Auskochen schleimige oder gallertige 
Stoffe abgeben, die zum Teil auch kommerzielle Bedeutung erlangt haben. 
Beispiele dafiir sind Agar und Carrageen. Die Frage nach der chemischen 
Natur dieser Substanzen war schon friih gestellt worden. Man konnte aber, 
solange die Chemie der Makromolekiile noch nicht entwickelt war, nur ihre 
Hydrolysenprodukte identifizieren. Man fand, da es sich um Zuckerarten 
— vor allem um Galaktose, aber auch um einige seltenere Monosaccharide — 
handle und rechnete daher diese Schleim- und Gallertsubstanzen zu den 
Kohlehydraten. Bald war auch (durch mikroskopische Farbeversuche und 
chemische Reaktionen) erkannt worden, daB viele dieser Stoffe die Eigen- 
schaften von Siuren besitzen. In nomenklatorischer Hinsicht blieb in der 
alteren Zeit keine andere Méglichkeit, als die einzelnen dargestellten Pri- 
parate nach den Pflanzen zu benennen, aus denen man sie gewonnen hatte. 
Diejenigen unter diesen Stoffen, die saure Eigenschaften besaBen, faBte 
man dann lange Zeit hindurch unter der Bezeichnung ,,Pektinstoffe“ zu- 
sammen (vgl. die Darstellung von Boresch 1932). Inzwischen hat sich 
aber herausgestellt, daB es recht verschiedenartige Substanzen gibt, die 
man alle mit diesem Namen belegen miiBte. Die chemische Erforschung 
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dieses Gebietes ist nun so weit gereift, daB man an die Aufstellung eines 
,natiirlichen Systems‘‘ der Kohlehydrate schreiten konnte, das auf der 
Konstitution der betreffenden Substanzen begriindet ist (vgl. das von 
Whistler und Smart 1953, S. 22 ff., aufgestellte System und die bei 
Kinzel 1953a, S. 65 ff., gemachten Vorschlage). Vor allem hat es sich ge- 
zeigt, daB manche dieser Stoffe ihre sauren Eigenschaften dem Besitz von 
Carboxylgruppen verdanken, andere jedoch enthalten organisch ge- 
bundene Schwefelsaure-Reste. 

Die Carboxyl-Kohlehydrate entstehen dadurch, da8 als Bausteine 
von Polysacchariden solche Monosaccharide auftreten, die an Stelle der bei 
den Zuckern in 6-Stellung befindlichen CH,OH-Gruppe eine COOH-Gruppe 
tragen. Solche Monosaccharide nennt man bekanntlich Uronsaiuren und 
die aus ihnen entstehenden Polysaccharide demgemaB Polyuronide. Ver- 
treter dieser Gruppe kommen hauptsichlich bei den héheren Pflanzen vor, 
wie etwa die Pektinstoffe im engeren Sinne, deren Baustein die Galakt- 
uronséure ist (Ehrlich 1917), und viele Gummen und Schleime. Der ein- 
zige gut untersuchte Algenmembranstoff, der zu den Polyuroniden gehért, 
ist die Alginsaure, die allerdings bis jetzt nicht aus Rhodophyceen, sondern 
nur aus Phaeophyceen (Laminaria!) isoliert wurde (Kylin 1915). Das 
Kinzelglied der Polysaccharidkette heiSt hier Mannuronséure (Hirst, 
Jones und Jones 1939). 

Die aus verschiedenen Rotalgen isolierten sauren Kohlehydrate haben 
jedoch einen héchst eigenartigen und charakteristischen Bau: Es handelt sich 
zumeist um Kettenmolekiile aus Galaktose, bei denen in gewissen Abstanden 
die 6standigen CH,OH-Gruppen mit Schwefelsaure verestert sind (,,Sulfat- 
kohlehydrate‘‘). Sowohl Agar als auch Carrageen sind nach diesem Bau- 
plan konstituiert, der sonst im Pflanzenreich nicht vorzukommen scheint. 
(Nur die im tierischen Knorpel vorkommende Chondroitinschwefelsiure 
hat eine etwas aihnliche Zusammensetzung). An weiteren Bestandteilen der 
Rotalgen-Zellwinde wurde makrochemisch nur die Zellulose sichergestellt 
(Naylor und Russell-Wells 1934). Sie scheint aber manchen Arten, 
namentlich unter den Bangiales, zu fehlen (Kylin 1915, Walter 1923). 
Eine Anzahl von weiteren chemischen Arbeiten beschaftigt sich mit den 
zahlreichen anderen schleimigen Membranstoffen, die sich aus Rhodo- 
phyceen extrahieren lassen. Es wurde so einiges tiber die Hydrolysen- 
produkte und iiber die kolloidalen Eigenschaften der betreffenden Substan- 
zen bekannt. Der feinere Bauplan ihrer Makromolekiile ist uns jedoch noch 
verborgen (vgl. die Ubersicht bei Boresch 1932, S. 279 ff., und Kylin 
1937, S. 2). Es kann jedoch, wenn man die neueren Untersuchungen iiber 
komplizierte Kohlehydrate (vgl. McIlroy 1948, Whistler und Smart 
1953) betrachtet, keinem Zweifel unterliegen, daB unter dieser Gruppe von 
Naturstoffen gréBere individuelle Unterschiede zu finden sein werden, als 
man in der ersten Zeit der Makromolekiilchemie anzunehmen geneigt war. 
Der bei der Zellulose verwirklichte einfachste Fall, daB gleichartige Bau- 
steine zu einer einheitlichen, unverzweigten Kette formiert sind, diirfte 
geradezu eine Ausnahme darstellen. Schon bei der Starke treffen wir auf 
zwei etwas verschiedene Baupline (unverzweigte Amylose und verzweigtes 
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Amylopektin). Beim Pektin ist es wiederum die verschieden weitgehende 
Veresterung der Carboxylgruppen mit Methylalkohol, die die Unterschiede 
zwischen verschiedenen Praparaten wesentlich mitbedingt. Bei den Gum- 
men und Schleimen hingegen ist die Mannigfaltigkeit noch wesentlich gréBer. 
Einerseits bestehen die Makromolekiile oft nicht aus gleichartigen Baustei- 
nen, sondern es kénnen z. B. neutrale Monosaccharide mit Uronséuren ab- 
wechseln, anderseits kénnen verschiedene Bindungsarten vorkommen, so 
etwa beim Agar, dessen Monosaccharid-Bausteine nicht mit der sonst bei 
Polysacchariden haufigen 1—4-Bindung, sondern mit 1—3-Bindung unter- 
einander verkniipft zu sein scheinen. Uberdies wurden fiir eine Reihe von 
Polysacchariden unregelmaBige oder regelmaBige Verzweigungen der Ket- 
tenmolekiile — und zwar zum Teil recht komplizierter Art — wahrscheinlich 
gemacht. Es herrscht also in der Zusammensetzung der Kohlehydrate, wie 
gesagt, eine auBerordentlich groBe Mannigfaltigkeit. Die Lage ist zwar aller 
Wahrscheinlichkeit nach nicht so kompliziert wie bei den Proteinstoffen, 
bei denen man ja bekanntlich annimmt, daB jede Art von Lebewesen ihre 
spezifischen EiweiBstoffe besitzt, aber sie ist diesen Verhaltnissen qualitativ 
doch wohl analog. Jedenfalls ist auf diese Weise die Tatsache, daB (um im 
engeren Kreise des Themas zu bleiben) die aus den Rhodophyceen extrahier- 
baren Membranstoffe von Art zu Art wechselnde Eigenschaften besitzen, 
ohne weiteres verstandlich. 

Es mu8 nun weiter bedacht werden, daB in einer bestimmten Zellwand 
stets mehrere Arten von Kohlehydraten enthalten sind, und zwar nicht 
(wie nach der Extraktion) in einem statistischen Gemisch, sondern in einer 
sinnvollen und diffizilen Ordnung, wie sie durch die Abscheidung von seiten 
des Plasmas bedingt wird. Hier wird aber nun deutlich, daB es zu einem 
Fortschritt in der Erkenntnis biologischer Strukturen einer Synthese zwi- 
schen der erstgenannten, morphologischen, und der letztgenannten, che- 
mischen Arbeitsrichtung bedarf. Es handelt sich darum, zu einem stoff- 
lichen Verstandnis der von den Zellmorphologen beobachteten Strukturen 
zu gelangen. Die eigenartige Organisation des Lebendigen beruht ja, wie 
in der letzten Zeit immer klarer wurde, weder darauf, daB in der Zelle be- 
stimmte Strukturen sichtbar und beschreibbar sind, noch darauf, daB sie 
bestimmte chemisch nachweisbare Stoffe enthalt. Erst eine Zusammenschau 
dieser beiden Aspekte wird uns wohl zur nachsten Stufe der Erkenntnis 
fiihren: In der lebenden Zelle sind bestimmte Substanzen zu einer ganz 
bestimmten, sinnvoll komplizierten und bewundernswerten Ordnung ge- 
fiigt. Dieser Satz gilt nun natiirlich vor allem fiir den Inbegriff des Leben- 
digen, namlich fiir das Protoplasma selbst, aber in abgeleiteter und verein- 
fachter Form sicher auch fiir alle seine geformten Derivate, und so auch 
fiir die Zellwand. 

Dieser Ausblick bestimmte zu einem wesentlichen Teil die Arbeits- 
richtung bei den vorliegenden Untersuchungen. Der Verfasser ist sich frei- 
lich bewuBt, daB eine echte Synthese zwischen chemischen und morpholo- 
gischen Ergebnissen hier noch nicht in dem MaBe gelungen ist, wie er es 
erhoffte. Vor allem zwei Griinde sind dafiir maSgebend: Einerseits sind 
unsere Kenntnisse von der genauen Molekiilstruktur der Rotalgen-Mem- 
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branstoffe immer noch recht mangelhaft. Nicht einmal iiber die beiden be- 
kannten Handelsprodukte Agar und Carrageen herrscht volle Klarheit, die 
ganze Mannigfaltigkeit der iibrigen verwandten Stoffe liegt nahezu unbe- 
arbeitet. Anderseits miissen die histochemischen Methoden zur Lokali- 
sation der betreffenden Substanzen noch bedeutend verfeinert werden. 
Trotz all dieser Mangel hat die folgende Arbeit einige neue und interessante 
Ergebnisse gebracht, die dazu ermutigen, das angestrebte Ziel auch weiter- 
hin im Auge zu behalten. 


B. Versuche 


Zu Ostern 1955 unternahm Herr Prof. Héfler in Begleitung von 
Dr. W. Url und Dr. A. Diskus eine Exkursion in die Lagunen von Venedig, 
von der reichlich Algenmaterial nach Wien gebracht wurde (vgl. Héfler, 
Url und Diskus 1956). Die GlasgefaBe mit den Algen wurden im Pflanzen- 
physiologischen Institut in die fiir diesen Zweck eingerichteten FlieBwasser- 
becken eingestellt, wo sich das Material langere Zeit hindurch in befriedigen- 
dem Zustande erhielt. Ich wahlte daraus fiir meine Untersuchungen in 
erster Linie die prachtig rosenroten Biischel von Antithamnion cruciatum 
(Ag.) Nag., die in mehreren Proben reichlich vertreten waren und sich auch 
dadurch auszeichneten, daB sie unter den geschilderten Bedingungen be- 
sonders lange lebensfrisch blieben. Herrn Prof. Héfler danke ich herzlich 
fiir die Uberlassung dieses Versuchsmaterials. In besonderem Mae ge- 
biihrt ferner mein Dank meinem Kollegen Dr. Walter Ur! fiir die Herstel- 
lung der vielen sch6nen Mikrophotographien, deren Auswertung eine be- 
trichtliche Anzahl wertvoller Ergebnisse brachte. 


1. Beobachtungen ohne Anwendung von Reagenzien 


Der Thallus von Antithamnion cruciatum (Abb. 1) reprasentiert seinem 
Aufbau nach in besonders schén ausgepragter Weise den Zentralfadentypus. 
Von einer durch ansehnlich groBe Zellen gebildeten Hauptachse gehen in 
schragem Ansatz Kurztriebsysteme aus, in der Regel zwei vom apikalen 
Ende jeder Hauptachsenzelle. Doch kommt es auch vor, daB Zellen der 
Hauptachse ohne Seiteniste bleiben. Die Kurztriebe sind ihrerseits wieder 
verzweigt. Die der Basis der Kurztriebe genaiherten Seitenaistchen zweiter 
Ordnung tragen sehr oft die wohlbekannten Blasenzellen, iiber die eine 
umfangreiche Literatur besteht (vgl. zuletzt Schiffner und Bieb]l 1944) 
und die innerhalb der vorliegenden Arbeit nicht naher untersucht wurden. 

Der Bau der Zellwand sei zunichst fiir die erwachsenen Zellen der Haupt- 
achse beschrieben. Bei ihnen ist die Membran ziemlich konstant 2,3 py dick 
und laBt bei starker VergréBerung deutlich einen Aufbau aus zwei Schichten 
erkennen: Einer farblosen, etwa 1,5 u dicken Innenschicht ist eine scharf 
abgesetzte, etwa 0,8 u dicke Lamelle aufgelagert, die (vielleicht infolge eines 
Lichtbrechungseffektes?) mehr gelblich erscheint. Die Innenschicht um- 
hiillt jede einzelne Zelle vollistiéndig — nur von dem eigentiimlichen Tipfel- 
apparat unterbrochen, von dem spiater noch die Rede sein wird. Die AuBen- 
schicht geht jedoch iiber die Zellgrenzen hinweg, und es hat den Anschein, 
daB sie den ganzen Thallus liickenlos iiberzieht. Zumindest lieB sich an 
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einigen giinstigen Stellen beobachten, daB die die Hauptachse umhiillende 
AuBenschicht direkt in die entsprechende Membranlamelle der Kurztrieb- 
systeme iibergeht (vgl. Abb. 4). Nur an den Spitzenzellen der Aste ist der 
Bau oft weniger klar. 

Dadurch, da die Membran-Innenschicht an den Enden der Zellen nach 
innen zu abbiegt, die AuBenschicht aber dariiber hinweggeht, entstehen an 
der Beriihrungsebene zweier ausgewachsener Zellen hyalin erscheinende 
Zwickel, die nicht selten nach auBen vorgewolbt sind. In einigen Fallen 
schien es, daB diese Zwickel nur durch eine Verdickung der AuBenschicht 
der Membran zustande kamen, doch war dies nicht immer deutlich. 

Die Beobachtung der Zellen im Polarisationsmikroskop zeigt, da8 nur 
die Innenschicht der Zellwand eine positive Doppelbrechung besitzt. Die 
AuBenschicht hebt sich deutlich dunkel von der hell leuchtenden Innen- 
schicht ab. Sie erscheint also am unbehandelten Objekt optisch isotrop. 
Auch an den alteren Zellen der Kurztriebe ist die Doppelbrechung der Innen- 
schicht deutlich zu sehen. Geht man jedoch zu jiingeren Zellen iiber — und 
zwar sowohl lings der Hauptachse als auch lings der Seiteniste —, dann 
wird die Doppelbrechung immer schwacher, um in der Nahe des Vegetations- 
punktes nahezu ganz zu verschwinden. 

Werden die Algen aus Seewasser in destilliertes Wasser gebracht, dann 
erhoht sich zuniachst natiirlich der Turgor, wodurch die Zellen etwas auf- 
geblaht werden. Durch den dabei entstehenden erh6hten Wanddruck wird 
die Innenschicht der Membran auf etwa die Hilfte ihrer urspriinglichen 
Dicke zusammengepreBt. Bald jedoch beginnen die Zellen abzusterben. 
Dies wird auch bei schwacher VergréBerung sofort dadurch kenntlich, daB 
das Phykoerythrin aus den Plastiden austritt und das Zellumen diffus rosa 
farbt (vgl. Wimmer und Hofler 1953, Hofler und Diivel 1954). Beziiglich 
der Zellwand hat das Verschwinden des Turgors die Folge, daB die Innen- 
schicht der Membran auf etwa das Vierfache ihrer vorherigen Dicke quillt 
(also auf etwa 6), waihrend die AuBenschicht unverandert bleibt. Die 
Innenschicht zeigt jetzt auch eine deutliche Schichtung. Solche Membran- 
quellungen verschiedener Meeresalgen beim Verlust des Turgors sind schon 
lange bekannt (Kotte 1914, Walter 1923). Sie scheinen bei Algen mit 
mehr gallertartigen Zellwainden sogar ein starkeres AusmaB zu erreichen 
als bei Antithamnion. Die in den genannten Arbeiten gegebene Erklarung 
dieser Erscheinung ist einleuchtend: Die Dicke der Zellwand an der in- 
takten und in Seewasser liegenden Zelle entspricht einem Gleichgewicht 
zwischen dem Turgor des Protoplasten und dem Quellungsdruck der Mem- 


Technische Daten der Abbildungen: Die Mikrophotographien wurden mit der 
Kleinbildkamera Exakta Varex auf Adox-KB 14-Film gemacht. Die VergréBerungs- 
angaben in der Klammer beziehen sich auf das Negativ, die dahintergesetzten Zahlen 
geben die effektive VergréBerung der Bildwiedergabe. 


Abb. 1. Antithamnion cruciatum, lebend. (32:1) 105:1. 
Abb. 2. Desgl., nach Hypotonietod. (129:1) 470:1. 
Abb. 3. Desgl., nach Hypotonietod, gefarbt mit Methylenblau 1:4000 in destilliertem 
Wasser. (186:1) 640:1. 
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bransubstanzen. Wird der Turgor vergréBert oder verkleinert, dann andert 
sich die Dicke der Membran entsprechend. 

Bei langerem Liegen in destilliertem Wasser setzten jedoch Quellungs- 
vorgiinge ein (vgl. Abb. 2), die nicht mehr nach diesem Mechanismus zu er- 
kliren sind. Abb. 3 gibt ein nachtraglich mit Methylenblau 1:4000 in de- 
stilliertem Wasser gefirbtes Priparat dieser Art wieder. Man erkennt 
(neben der erst spaiter zu behandelnden starken Farbbarkeit der Innen- 
schicht), daB es vor allem die AuBenschicht ist, die hier blasig vorquillt, 
wahrend die Innenschicht die beim Zelltod erreichte Dicke nicht wesentlich 
iiberschreitet. Diese Reaktion ist jedoch etwas launisch. Sie tritt nach dem 
Hypotonietod der Zellen in destilliertem Wasser nicht regelmaBig auf. Da 
sie jedoch — wie weiter unten noch auszufiihren sein wird — mit Sicherheit 
durch bestimmte Reagenzien (z. B. Saiure) ausgelést werden kann, so lieBe 
sich denken, daB etwa beim Tode der Zelle solche Stoffe aus dem Zelisaft 
in die Membran austreten (wie dies auch von anderen Objekten her bekannt 
ist — vgl. Brauner 1933), und zwar vielleicht je nach den Diffusionsmég- 
lichkeiten und sonstigen Umstanden in verschiedener Menge bzw. Konzen- 
tration. Ein Abtéten der Zellen in kochendem Wasser hat auf die Membran- 
quellung keinen anderen Einflu8 als der Hypotonietod. 


2. Behandlung mit Reagenzien 
a) Chlorzinkjod 

Kraftige Zellulosereaktion gibt nur die Innenschicht erwachsener Zellen 
der Hauptachse. Die AuBenschicht bleibt ungefirbt. An den Seitendsten 
ist die Reaktion schwach, ebenso an den jiingeren Zellen der Hauptachse. 
Sie verliert sich gegen die Spitzenzellen bzw. gegen den Vegetationspunkt zu 
voéllig. Nach zweiwéchiger Vorquellung in L-Enzym (vgl. 8. 453) ist die 
Reaktion iiberall deutlicher. Sie zeigt den gleichen Intensitiatsgradienten 
nach den jiingeren Zellen hin, ist aber auch an den jiingsten Zellen noch 
unzweifelhaft wahrzunehmen. Mit Diastase vorbehandelte Zellen farbten 
sich in Chlorzinkjod stark gelbbraun (Impragnation durch Enzym-Eiwei8?), 
wie denn iiberhaupt dieses Enzym eine eigentiimliche Wirkung ausiibte. 

Jedenfalls zeigen die Versuche, da8 Zellulose in der Membran von 
Antithamnion cruciatum enthalten ist, und zwar nur in der Innenschicht, 
was mit den Angaben von Kylin (1937) gut tibereinstimmt. Junge Zellen 
sind entweder armer an dieser Geriistsubstanz — oder aber sie enthalten 
sie in einer irgendwie maskierten Form. 


b) Sdéuren und Alkalien 


Hier verdient vor allem die Beobachtung hervorgehoben zu werden, daB 
verdiinnte Sauren an den Zellwainden von Antithamnion eine auBerordent- 
lich rasche und starke Quellung auslésen. Behandelt man Thallusstiicke 
mit 2” Essigsdure oder 1 » Salzsiure, dann beginnt momentan die AuBen- 
schicht zu quellen. Sie erreicht in 'arzester Zeit die vielfache Dicke der in- 
takten Zellwand. Dies ist um so erstaunlicher, als die AuBenschicht an der 
lebenden Zelle nur eine recht diinne Lamelle darstellt. Es entstehen im 
Laufe dieser Quellung Bilder, die den gelegentlich nach dem Hypotonietod 
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zu beobachtenden ziemlich ahnlich sind. Die jiingsten Zellen der Seiten- 
aiste kénnen im optimalen Falle etwa das auf Abb. 3 dargestellte Aussehen 
zeigen, fiir die alteren Astzellen und die Zellen der Hauptachse gibt Abb. 2 
das entsprechende Bild wieder. Beobachtet man die Zellen der Hauptachse 
nach dem Zusatz von verdiinnter Saure, dann entsteht oft der Eindruck, daB 
nicht die ganze AuBenschicht der Membran quillt, sondern daB sich das 
Hiautchen, als das diese Schicht an der intakten Zelle erscheint, von der 
Innenschicht abhebt und zwischen sich und der letzteren einen vollkommen 
hyalinen, augenscheinlich nur mit sehr verdiinnter Substanz erfiillten Raum 
offenlaBt. An Objekten, die langere Zeit hindurch der Quellung (besonders 
Enzymquellung) ausgesetzt waren, kommt es gelegentlich zu einem Auf- 
reiBen der Membran-AuBenschicht. Dabei wird nun vollkommen deutlich, 
daB bei den ausgewachsenen Zellen der Hauptachse die auBerste Kontur 
der verquollenen Membran tatsachlich ein Hautchen und nicht etwa nur 
eine Phasengrenzfliche ist (Abb. 6). An diesem abgehobenen Hautchen ist 
nun gelegentlich auch eine ganz schwache, eben merkliche Doppelbrechung 
nachzuweisen. 

Die Innenschicht der Membran quillt nach Siurebehandlung (ebenso wie 
nach dem Hypotonietod) bei weitem nicht so stark wie die AuBenschicht. 
Die Versuche wurden allerdings, da die Quellung der AuBenschicht so auBer- 
ordentlich rasch erfolgte, stets schon nach kiirzerer Zeit abgebrochen. Nach 
den langere Zeit hindurch laufenden Enzymversuchen zeigte sich zumeist 
auch die Innenschicht mehr oder weniger gequollen, wobei es ungewiB 
bleibt, ob dies auf die langere Versuchsdauer oder auf die andere Art der 
Behandlung zuriickzufiihren ist. 

Auffallend ist ferner, daB die Membran, die durch verdiinnte Sauren so stark 
beeinflu8t wird, durch konzentriertere Saiuren nicht zur Quellung gebracht 
werden kann. Eisessig blieb nimlich wirkungslos. Auch 1 n NaOH bringt 
die Membran nicht zur Quellung, was besonders erstaunlich ist, da es sich ja 
doch bei den Membransubstanzen zumeist um saure Kohlehydrate handelt. 

Eine interessante Nebenbeobachtung sei noch erwahnt: Als ich ein Thallusstiick 
langere Zeit hindurch in Eisessig liegen lieB, dann mit Wasser spiilte und 1 n NaOH hin- 
zufiigte, schien der gesamte Zellinhalt — sowohl der Farbe als der Granulation nach 

—schlagartig zu verschwinden. Néhere Untersuchung zeigte natiirlich, daB er nicht 
verschwunden, sondern nur farblos und hyalin geworden war. Vielleicht ist dieses Ver- 
fahren bei Fallen, in denen der Zellinhalt die Beobachtung der Membranstrukturen 
stért, anwendbar. 


c) Enzyme 


Die Enzympraparate, die ich verwendete, waren: Pektinase (Bayer), 
Diastase, hochgereinigt (Merck) und ein von der wissenschaftlichen Leitung 
der Firma ,,Luitpold-Werk* (Miinchen) in liebenswiirdiger Weise zur Ver- 
fiigung gestelltes Gemisch mehrerer kohlehydratspaltender Enzyme, das 
laut brieflicher Mitteilung auch eiweiBspaltende Fermente enthielt. Der 
genannten Firma sei bestens gedankt. Das beschriebene Enzymgemisch 
wird innerhalb dieser Arbeit unter der Bezeichnung ,,L-Enzym*“ gefiihrt. 

Mehrere Stémmchen von Antithamnion cruciatum wurden in eine Lésung 
von L-Enzym eingelegt. Die Lésung wurde (nach den Angaben der Firma) 
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durch UbergieBen von 1g des Praparates mit 20cm? Pufferlésung (pH 
etwa 5), halbstiindiges Stehenlassen und anschlieBendes Zentrifugieren her- 
gestellt. Zur Verhinderung von Faulnis wurde mit Toluol iiberschichtet. 
Nachdem die Algen 114 Stunden lang in dieser Lésung gelegen waren, zeigte 
sich noch keine auffallige Veranderung an den Zellwinden. Nach 19 Stun- 
den waren die Zellwande bereits ziemlich stark gequollen. Der Schichten- 
bau war gut sichtbar. Nach 4 Tagen waren die Zellwinde auf das Zehnfache 
der urspriinglichen Dicke gequollen (23 uw), weich und nachgiebig. Sie waren 
so durchscheinend und schwach konturiert, daB sie bei offener Blende 
kaum mehr sichtbar waren. Der Aufbau aus zwei Schichten war vielfach gut 
zu erkennen. Gelegentlich kam ein ganzliches Auseinanderfallen der Zellwainde 
vor, jedoch scheinbar nicht in der Weise, daB ein bestimmter Bestandteil 
derselben abgebaut wird, sondern durch ein allgemeines ZerflieBen der ver- 
quollenen Membranen. Ein eigenartiges Aussehen haben die Blasenzellen 
angenommen. [hr Inhalt erscheint jetzt als braunlicher, ziemlich homo- 
gener, stark lichtbrechender Klumpen. 


3. Farbeversuche 


a) An unbehandelten Zellen 


In einer friiheren Arbeit (Kinzel 1953a) wurde ein Verfahren entwickelt, 
das es gestattet, die Festigkeit der Bindung basischer Farbstoffe an sauren 
Membransubstanzen quantitativ zu bestimmen, falls die Bindung des Farb- 
stoffes durch Elektroadsorption erfolgt (zur Theorie der Elektroadsorption 
vgl. Kinzel 1955). Es ist eine alte Erfahrung, daB sich so gespeicherter 


Farbstoff mit Hilfe von Neutralsalzlo6sungen wieder aus den Membranen 
entfernen laBt. Stellt man nun eine Reihe von Farblésungen gleicher Kon- 
zentration her und versieht sie mit steigenden Mengen eines Neutralsalzes, 
z. B. CaCl,, dann zeigt es sich, daB sich ein bestimmtes Objekt in einer Farb- 
lésung mit geniigend hohem Salzgehalt nicht anfarbt. Behandelt man jedoch 
das gleiche Objekt nacheinander mit den Farblésungen immer geringeren 
Salzgehaltes, dann gelangt man schlieBlich an einen Punkt in der Konzen- 
trationsreihe, an dem eine Farbung des Objektes einsetzt. Dieser Punkt 
wurde als Farbungspunkt bezeichnet und zunichst als MaB fiir den Gehalt 
des Objektes an sauren Gruppen betrachtet. 

Dieses Verfahren wurde nun auch auf Antithamnion cruciatum ange- 
wandt. Zur Verfiigung stand eine Reihe von Methylenblaulésungen der 
Konzentration 1:40.000 mit einem Gehalt an CaCl, von 1 mol bis 0,0032 mol 
in der logarithmischen Konzentrationsreihe, die bei Kinzel 1953b, S. 217, 
angegeben ist (1, 0,56, 0,32, 0,178, 0,1, 0,056 usw.'). 

Zunachst seien die Beobachtungen an abgestorbenen, aber nicht mit 
Reagenzien vorbehandelten Zellen wiedergegeben. Das Einsetzen der Far- 
bung ist an den gequollenen Zellwanden gut erkennbar. Bei der Konzentra- 
tion 0,056 mol CaCl, sind die Zellwande (junge Zellen von Seitenzweigen) 
vollig ungefarbt, bei 0,032 mol sind die Querwinde gefarbt, die Langswainde 


1 In den Stufen 1, 0,56 und 0,32 mol kristallisiert etwas Methylenblau aus. Die 
Farbstoffkonzentration ist daher in diesen Stufen etwas geringer. 
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fast ungefarbt, bei 0,018 mol sind auch die Langswiinde gefirbt. Die Zellen 
der Hauptachse bleiben auch in dieser Konzentration noch farblos. Erst 
bei 0,01 mol farbt sich zunaichst die Innenschicht der Membran. Die AuBen- 
schicht ist auch in 0,0032 mol CaCl, noch ungefirbt. 

Der Farbungspunkt der Membranen lebender Zellen ist schwierig zu be- 
stimmen. Die obersten Stufen der CaCl,-Reihe sind gegeniiber Seewasser 
hypertonisch und lésen Plasmolyse aus, die, wie bekannt, schlecht vertragen 
wird. Die niedrigeren Stufen sind hypotonisch. In ihnen kommt es infolge 
der Turgorzunahme zu einer Aufblahung der Zellen. Gleichzeitig wird die 
Membran zu einer recht diinnen Schicht zusammengepreBt, an der die An- 
farbung nicht mehr so exakt zu beobachten ist. Vor allem aber beginnen 
die in hypotonischer Lésung liegenden Zellen in rascher Folge abzusterben, 
was eine exakte Feststellung des Farbungspunktes noch weiter erschwert. 
Eindeutig liBt sich aber sagen, daB der Farbungspunkt der Membranen 
lebender Zellen wesentlich hodher liegt als der bei abgestorbenen Zellen. 
Ich habe sogar einmal in 0,32 mol CaCl, angefairbte Zellwande beobachtet. 
Untersucht man nekrotische Stammchen der Alge, deren Zellen zum Teil 
lebendig, zum Teil abgestorben sind, dann wird der Unterschied besonders 
deutlich: In der Farblésung mit 0,056 mol CaCl, bleiben die Membranen 
der toten Zellen, wie oben erwahnt, ganz ungefairbt. An den lebenden Zellen 
aber, die durch ihre aufgeblihte Gestalt und ihre diinne Membran leicht 
erkennbar sind, ist die letztere sehr deutlich violett gefairbt. Eine besonders 
interessante Erscheinung ist nun beim Absterben der Zellen zu beobachten : 
Man erkennt den Zelltod zunaichst daran, daB die vorher prall gespannte 
Zelle plétzlich schlaff wird. Dann beginnt rasch die Membran zu quellen. 
Gleichzeitig damit tritt eine Umfarbung von rein Violett nach Blauviolett 
ein, worauf der Farbstoff innerhalb weniger Sekunden aus der 
Zellwand entweicht. Schon ganz kurze Zeit nach dem Tode der Zelle 
ist die Zellwand derselben genau so farblos wie die der umliegenden, bereits 
am Beginn des Versuches toten Zellen. Erst wenn man mit der CaCl,-Kon- 
zentration noch weiter heruntergeht, also (wie oben) bis 0,018 bzw. 0,01, 
dann nehmen auch die Membranen der toten Zellen den Farbstoff auf. 

Auf einen ahnlichen Vorgang beziehen sich aller Wahrscheinlichkeit nach 
auch die Beobachtungen von Biinning (1935, S. 448). Er sah, daB sich 
bei der lebenden Zelle von Callithamnion roseum nur eine innere Membran- 
lamelle mit Methylenblau anfarben laBt. Unmittelbar nach dem Absterben 
der Zellen sind auch die auBeren Lamellen farbbar, waihrend nach einigen 
Stunden die Farbbarkeit der gesamten Membran nahezu ganz verlorengeht. 


b) Fédrbeversuche an vorbehandelten Zellen 


Nachdem die Lage des Farbungspunktes der Zellwiande festgestellt wor- 
den war, ergab sich die Frage, ob vielleicht eine Vorbehandlung der Objekte 
mit verschiedenen Reagenzien ihn verschieben kénnte. Wenn namlich 
irgendein Reagens die farbbare Substanz (d. h. hier: die sauren Kohle- 
hydrate) der Zellwand angreift, dann miiBte dies eine Verschiebung des 
Farbungspunktes in der Salzkonzentrationsreihe zur Folge haben. Die ein- 
schligigen Versuche sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Es wurden einerseits 
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anorganische Reagenzien, wie Cuoxam (Kupferoxydammoniak) und Essig- 
siure, anderseits die schon erwahnten Enzympriparate verwendet. Die 
Wirkung von Essigsiure wurde schon auf 8. 452 behandelt. 6 Minuten lange 
Einwirkung von Cuoxam verindert die Zellwinde nicht merklich, erst beim 
nachtraglichen Durchsaugen von verdiinnter Essigsiure quellen sie in ge- 
wohnter Weise. Die Enzympraparate wurden in gepufferten Lésungen an- 
gewandt. Die Zubereitung der Lésung von L-Enzym ist auf 8. 454 beschrie- 
ben. Die anderen Enzyme wurden in einprozentigen Losungen verwendet. 
Dabei wurde fiir Diastase pH 6 gewahlt, die Pektinase wurde jedoch in 
zwei verschiedenen pH-Stufen angewandt. 

Die im Handel befindlichen Praparate von Pektinase enthalten namlich der Litera- 
tur zufolge stets auch Pektase. Das letztere Enzym setzt bekanntlich aus dem mit 
Methylalkohol veresterten Pektin unter Abspaltung des Methylalkohols die Pektin- 
siure frei und hat sein pH-Optimum bei 6,5 (Kertesz 1936). Die Pektinase hingegen 
greift die Makromolekiile der Pektinsiure selbst an und spaltet diese in kleinere Bruch- 
stiicke bis hinunter zum einfachsten Baustein, der Galakturonsiure. [hr pH-Optimum 
liegt im sauren Bereich, zwischen pH 3,5 und 4,2 (vgl. Pallmann und Deuel 1947 
sowie Maass 1951, S. 123 ff.). Um nun eventuell die Wirkung beider Komponenten 
des Enzymgemisches studieren zu kénnen, wurde die einprozentige Lésung des Priapa- 
rates mit Hilfe von Phosphatpuffern einerseits auf pH 4, anderseits auf pH 6 gebracht. 

Wie die Tabelle zeigt, verliefen simtliche Versuche, den Farbungspunkt 
der Zellwinde von Anthithamnion cruciatum mit Hilfe von Reagenzien zu 
beeinflussen, im wesentlichen negativ. Es zeigten sich wohl bei langerer 
Enzymeinwirkung Verschiebungen des Farbungspunktes, die aber vielleicht 
eher durch die starke Quellung der Objekte als durch einen enzymatischen 
Angriff auf die Membran zustande gekommen sein werden. Jedenfalls 
konnte in keinem Falle eine auffallende Verinderung festgestellt werden, 
die darauf hatte schlieBen lassen, daB eine bestimmte stoffliche Komponente 
der Membran durch ein fiir sie spezifisches Enzym kraftig abgebaut wurde. 

Den Versuchen war aber in einer unerwarteten Richtung trotzdem Er- 
folg beschieden: Bei den Farbeversuchen an den stark gequollenen Mem- 
branen traten nimlich verschiedene Strukturen der Membran sowie die 
Verteilung der farbbaren Substanz in ihr viel deutlicher hervor, als dies bei 
der unvorbehandelten Zellwand der Fall zu sein pflegt. Uber einige auf 
diese Weise gemachte Beobachtungen wird im folgenden berichtet. 


C. Besprechung einiger spezieller Ergebnisse 


1. Zur Frage nach der chemischen Zusammensetzung der 
Rhodophyceen-Membran 


Dieses Problem versuchte man bisher hauptsaichlich durch makro- 
chemische Arbeiten zu lésen. Angaben iiber die Verteilung der von den 
Chemikern gefundenen Substanzen in den Membranen sind jedoch spirlich. 
Kylin (1937) schreibt, da in den Zellwanden der Rhodophyceen im all- 
gemeinen zwei Schichten gut erkennbar sind, von denen die innere aus 
Zellulose, die 4uBere aus Pektinverbindungen besteht. Die zellulosehaltigen 
Schichten reagieren nach Kylin in gewohnter Weise mit Chlorzinkjod, die 
pektinhaltigen farben sich stark mit Rutheniumrot, Safranin oder Methylen- 
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blau. Fiir die letztere Angabe wird allerdings keine Literaturstelle beige- 
bracht, und auch iiber die erstere konnte ich nur einige wenige Zitate finden. 
Ubereinstimmung scheint jedenfalls darin zu herrschen, daB die Zellulose- 
reaktion, wenn sie tiberhaupt von dem betreffenden Objekt gegeben wird, 
stets in den innersten, dem Protoplasma anliegenden Schichten lokalisiert 
ist. Schon Greenish (1882) hatte dies an Gracilaria lichenoides festgestellt, 
Kylin (1915) fand dasselbe an anderen Arten und auch Walter (1923) 
gibt fiir Chondrus chrispus und Polysiphonia ein ahnliches Verhalten an. 
Etwas abweichend verhielt sich nach dem letztgenannten Autor nur Rhodo- 
chorton floridulum. Bei zwei Arten, die zu den Bangiaceen gehéren, konnte 
Kylin (1915) keine Zellulose nachweisen, nimlich bei Bangia fuscopurpurea 
und bei Porphyra laciniata. Walter (1923) bestatigte diese Angaben. 

Was aber die zweite Feststellung von Kylin (1937) betrifft, daB sich 
nimlich die pektinhaltigen Schichten der Membran mit basischen Farb- 
stoffen anfirben lassen, so fand ich dariiber lediglich in der Arbeit von 
Walter (1923) einige Beobachtungen. Der Autor gibt an, daB sich die 
Membran von Bangia fuscopurpurea mit Methylenblau in einem charak- 
teristischen violetten Tone farbt, wihrend bei Rhodochorton floridulum eine 
rein blaue Farbung zu beobachten ist. Von einer elektiven Farbung be- 
stimmter Schichten ist nicht die Rede. Auch Bieb] (1939) geht auf Mem- 
branfairbungen nur am Rande seiner Arbeit ein. Antithamnion plumula 
gibt in einer mit Seewasser angesetzten Methylenblaulésung keine Farbung 
der Membran. Dies ist natiirlich auf die adsorptionsverdrangende Wirkung 
der im Seewasser enthaltenen Kationen zuriickzufiihren. Bei anderen Gat- 
tungen, die einen hdheren Farbungspunkt (,,staérker saure‘“ Membranen) 
zu haben scheinen, nehmen die Zellwande auch aus dieser Losung schon 
Farbstoff auf. Vom Hervortreten einer Membranschichtung spricht aber 
auch Biebl nicht. 

In scheinbarem Gegensatz dazu stehen die zahlreichen, im Rahmen der 
vorliegenden Arbeit wiedergegebenen Beobachtungen iiber eine elektive 
Anfarbung der Membran-Innenschicht. Doch muB man bedenken, daB die 
Farbung unter sehr speziellen Bedingungen durchgefitihrt wurde. Wie 
Tab. 1 lehrt, ist eine wirklich gute Elektivfarbung der Membran-Innen- 
schicht nur in einer sehr verdiinnten Methylenblaulésung von bestimmtem 
Neutralsalzgehalt zu erhalten. In Lésungen mit starkerem Salzgehalt (und 
auch in Seewasser) bleibt die Membran ungefarbt, in Methylenblau 1: 40.000 
in destilliertem Wasser fairbt sich auch die AuBenschicht etwas an und in 
stiirkeren Methylenblaulésungen ist ein Unterschied zwischen AuBen- und 
Innenschicht nicht mehr gut zu erkennen. Es muB ferner nochmals darauf 
hingewiesen werden, daB die Farbbarkeit der Membran wohl auch durch 
ihren Quellungszustand beeinfluBt werden diirfte. Die ungequollene Mem- 
bran der lebenden Zellen speichert den Farbstoff ziemlich kraftig, beim 
Zelltod und der darauf einsetzenden Membranquellung wird der Farbstoff 
(wenn das Objekt in einer salzhaltigen Farblosung liegt) entlassen und erst bei 
niedrigerer Salzkonzentration wieder aufgenommen (vgl. 8. 455). Besonders 
stark quillt unter bestimmten Umstanden die AuBenschicht, die demnach 
auch am schwichsten farbbar ist. Dies kénnte vielleicht darauf beruhen, 
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daB die in der Zellwand enthaltenen sauren Gruppen, die die Adsorption 
des Farbstoffes bewirken, bei der Quellung voneinander entfernt werden, 
d. h. also, daB ihre Konzentration pro Volumen Membransubstanz abnimmt. 

Jedenfalls geht aber aus den Versuchen hervor, daB die Substanzen, die 
Kylin ,,Pektinstoffe“ (im weitesten Sinne) nennt, also die sauren Kohle- 
hydrate, bei Antithamnion nicht etwa vorwiegend in den auBeren Membran- 
schichten lokalisiert sind, sondern zumindest in gleichem MaBe, wenn nicht 
sogar hauptsachlich, in der Innenschicht. Auffallig ist dabei, daB diese 
gleiche Innenschicht auch Zellulosereaktion und — damit zusammen- 
hangend — Doppelbrechung zeigt. An den jiingeren Zellen der Haupt- 
achse in der Nahe des Vegetationspunktes scheint einigen Beobachtungen 
zufolge sowohl die Doppelbrechung als auch die Farbbarkeit der Membranen 
zu schwinden. 

Lassen diese Beobachtungen nun Vermutungen itiber die Art der bei 
Antithamnion vorkommenden sauren Kohlehydrate zu? 

Die Tatsache, daB die Membranen mit basischen Farbstoffen farbbar sind 
und da der Farbstoff durch Neutralsalze wieder aus seiner Bindung ver- 
dringt werden kann, macht nur gewiB, daB es sich bei diesem Vorgang um 
Elektroadsorption (Austauschadsorption) an sauren Gruppen der Zell- 
winde handelt. Welcherart diese sauren Gruppen sind und welchen Kohle- 
hydraten sie angehoren, dariiber laBt sich auf diesem Wege nichts aussagen. 
Der chemischen Literatur ist nun, wie bereits eingangs erwaihnt, zu ent- 
nehmen, daf aus Meeresalgen bis jetzt nur zwei Gruppen von sauren Kohle- 
hydraten extrahiert wurden: Einerseits die Alginsaiure, die ihren Gehalt an 
Carboxylgruppen dem Aufbau ihres Molekiils aus Mannuronsaure verdankt, 
und anderseits die Gruppe der Sulfatkohlehydrate, deren Makromolekiile 
aus einem neutralen Monosaccharid (Galaktose) aufgebaut sind und ihre 
sauren Kigenschaften einer teilweisen Veresterung mit Schwefelsiure ver- 
danken. Salze solcher Sauren sind die bekannten Handelsprodukte Agar 
und Carrageen. Nun wurde die Alginséiure bisher nur aus Phaeophyceen 
dargestellt, Agar und Carrageen werden bekanntlich aus Rotalgen gewonnen. 
Fir die hier behandelte Rhodophycee Antithamnion waren daher eher 
Kohlehydrate aus der zweiten Gruppe zu erwarten. 

Eine Beobachtung, die im Rahmen der vorliegenden Arbeit gemacht 
wurde, laBt eine solche Annahme aber zweifelhaft erscheinen. Die Sulfat- 
kohlehydrate sind namlich auBerordentlich starke Metachromasieerreger, 
d. h. sie vermégen den Farbton von basischen Farbstoffen nach einer be- 
stimmten Richtung hin zu veraindern: Neutralrot wird ziegelrot, die blauen 
basischen Farbstoffe werden violett. Dies beruht nicht auf einer pH-Wir- 
kung, sondern wahrscheinlich auf einer Assoziation der Farbstoffionen an 
den sauren Gruppen (Bank und Bungenberg 1939). Kohlehydrate, die 
Carboxylgruppen enthalten, vermédgen diese Farbstoffe nur in viel gerin- 
gerem Mabe metachromatisch zu verfairben. Bei Antithamnion zeigt sich 
nun eine nur wenig ausgeprigte Metachromasie der Methylenblaufarbung. 
Der Ton ist blauviolett. Walter (1923), der eme Reihe von Meeresalgen 
mit Methylenblau untersucht hat, fand (1. c. 8. 204), daB Chondrus crispus 
(die Pflanze, aus der das Carrageen gewonnen wird) sowie Porphyra und auch 
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Bangia sich mit Methylenblau ausgesprochen rotviolett fairben — so wie 
es einem Gehalt an Sulfatkohlehydraten nach zu erwarten war. Rhodo- 
chorton floridulum jedoch, eine mit Antithamnion nahe verwandte Alge, gibt 
(etwa so wie diese) nur eine blaue, also ziemlich orthochromatische Mem- 
branfirbung. Es wire danach zu fragen, ob nicht etwa bei den Ceramiales 
die Membranen chemisch anders zusammengesetzt sind als bei anderen 
Florideen. Berichte itiber makrochemische Untersuchungen an Vertretern 
dieser Ordnung waren in der Literatur nicht zu finden. Das bestuntersuchte 
Kohlehydrat Agar wird aus Gelidiwm-Arten (Ordnung Gelidiales nach 
Wettstein 1935) und aus Gracilaria-Arten (Ordnung Nemastomales) ge- 
wonnen, Carrageen aus Chondrus crispus (Ordnung Girgantiales). Die Cera- 
miales scheinen keine Produkte von kommerzieller Bedeutung zu enthalten 
und wurden auch nicht auf ihre Membransubstanzen hin untersucht. Es 
erscheint aber, nach der geringen Metachromasie zu schlieBen, immerhin 
zweifelhaft, ob sie — so wie die anderen Florideen — Sulfatkohlehydrate 
oder nicht doch vielleicht Carboxylkohlehydrate enthalten, eine Frage, die 
auch vom systematischen Standpunkt aus von Bedeutung sein diirfte. 

Die Enzymversuche sagen leider nichts tiber die Art der Membranstoffe 
aus. Pektinase bewirkt bei keinem der beiden gewahlten pH-Werte eine 
Veranderung der Farbbarkeit. Es sind also wohl weder veresterte noch freie 
Pektinsaiuren (im engeren Sinne) vorhanden, was auch nicht zu erwarten war. 

Es darf allerdings nicht verschwiegen werden, da8B in einem Modellversuch an 
Schnitten durch Sonnenblumenmark, das sehr pektinreich ist, das verwendete Enzym- 
praparat ,,Pektinase Bayer“ nach einer mehrere Wochen wahrenden Einwirkung weder 
eine wesentliche Anderung der Farbbarkeit noch eine Mazeration der Objekte bewirkte. 
Allerdings ist Sonnenblumenmark auch sonst sehr hartnackig. Das Herauslésen der 
Zellulose erfordert eine mehrere Monate lange Einwirkung von Cuoxam (Kinzel 1955). 
Scheinbar sind die Makromolekiile hier besonders dicht gepackt. Bei anderen Objekten 
ist mit Hilfe von Pektinase eine Mazeration des Gewebes zu erreichen (Orgel! 1955). 
Reines, pulverisiertes Pektin (Schuchardt) in wasseriger Suspension wird von Pektinase 
rasch abgebaut, ebenso tibrigens von L-Enzym. Agar wird jedoch von L-Enzym inner- 
halb eines Tages nicht merklich angegriffen. 


Falls die Zellwand von Antithamnion aus agarahnlichen Substanzen be- 
stehen sollte, ist also ein Abbau durch die verwendeten Enzyme nicht zu 
erwarten. Aber auch fiir Alginsaure ist nach Bell (1955, S. 47) kein spalten- 





Abb. 4. Antithamnion cruciatum, 14 Tage in Pektinase pH 4 vorgequollen, dann ge- 
farbt mit Methylenblau 1:40.000 in destilliertem Wasser. (186:1) 680:1. 
Abb. 5. Desgl., 23 Tage in Pektinase pH 6 vorgequollen, dann gefarbt mit Methylen- 
blau 1:40.000 in 0,0032 mol CaCl,. (186:1) 660:1. 

Abb. 6. Desgl., Behandlung wie bei 4. (98:1) 340:1. 

Abb. 7. Membranbau von zwei Ceramiales nach Berthold (1886) aus Kylin (1937). 
Die lithographierte Originalzeichnung von Berthold ist so zart ausgefiihrt, daB die 
Reproduktion nicht alle Einzelheiten erfaBt hatte. Daher wurde die bei Ky lin wieder- 
gegebene Nachzeichnung herangezogen. Der Originaltext lautet: (Zum linken Bild) 
,,Stammpartie von Callithamnion thujoides. Bau der Membran nach schwacher Quel- 
lung.‘‘ (Zum rechten Bild) ,,Achsenzelle von Antithamnion cruciatum, mit Essigsiure 
kurze Zeit behandelt.*‘ 
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des Enzym bekannt, so daB die beobachteten Ergebnisse einerseits verstind- 
lich erscheinen, anderseits keine weiteren Schliisse erlauben. 

So 1aBt sich also zusammenfassend nur sagen, daB das von K ylin (1937) 
gegebene Schema vom Chemismus der Rhodophyceen-Zellwand (eine innere 
Zelluloseschicht und eine auBere, aus ,,Pektinstoffen‘’ im weitesten Sinne 
bestehende Schicht) offenbar fiir Antithamnion, vielleicht auch fiir andere 
Ceramiales nicht gilt. Es ist hier vielmehr so, daB sowohl die Zellulose 
als auch der GroBteil der sauren Kohlehydrate in der inneren 
Schicht der Membran lokalisiert sind. Die AuBenschicht scheint nur 
wenige saure Gruppen zu enthalten und hat, wie im folgenden auszufiihren 
sein wird, wahrscheinlich auch eine andere biologische Funktion. 


2. Die Bedeutung der verschiedenen Schichten der Membran 
a) Die Decklamelle (Membran-Aufenschicht) 


Aus einer Betrachtung der Literatur geht hervor, daB die Anatomie der 
Ceramiaceen-Zellwand schon seit langer Zeit nicht mehr eingehend bear- 
beitet worden ist, so daB in den Sammelwerken, in denen von ihr die Rede 
ist (Kylin 1937, 8.4; Kiister 1951, S. 557), stets auf die alten Angaben 
von Berthold (1886) zuriickgegriffen wird, der sie tiberdies nur ganz am 
Rande eincr groB angelegten Arbeit untersucht hat. Dieser letztgenannte 
Autor deutet an Hand seiner Bilder (Abb. 7) die AuBenschicht der Mem- 
bran anders, als dies innerhalb der vorliegenden Arbeit geschieht. Dies sei 
kurz begriindet. 

Zunichst ist festzustellen, daB die Bilder Bertholds, wie aus der Ori- 
ginaldarstellung (S. 276) hervorgeht, nicht das Aussehen der intakten Zell- 
wand wiedergeben. Sie sind vielmehr nach Praparaten angefertigt, die 
mit Essigsiure behandelt worden waren. Nun bewirkt, wie im Abschnitt B 
2b der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde, Essigsiure in schwacherer Kon- 
zentration eine besonders starke Quellung der Zellwand-AuBenschicht. So 
kommt es, da die Membran-AuBenschicht, die am lebenden Objekt nur 
ein 0,8 u dickes Hautchen darstellt, auf Bertholds Abbildung so machtig 
erscheint. Uberdies ist dort in diesen Teil der Membran eine Schichtung 
eingezeichnet, die ich niemals beobachten konnte. In simtlichen von mir 
beobachteten Priparaten erschien der Raum zwischen der Innenschicht 
und der auBersten Kontur der Membran vollkommen hyalin. Auf Grund 
der Schichtung, die er in der AuBenschicht zu sehen glaubte, kam Berthold 
zu der Auffassung, daB es sich bei dieser um die altesten Membranlamellen 
handle, die durch das Streckungswachstum stark gedehnt sind und ge- 
legentlich (Abb. 7 links) ganz zerreiBen kénnen. Diese Auffassung wurde, 
wie gesagt, in zusammenfassende Darstellungen iiber das Membranwachs- 
tum der Rhodophyceen tibernommen. 

Die in der vorliegenden Arbeit mitgeteilten Beobachtungen berechtigen 
jedoch zu der Annahme, daB die Membran-AuBenschicht von Antithamnion 
etwas qualitativ ganz anderes ist als die Innenschicht. Die Scheidung zwi- 
schen diesen beiden Schichten ist bereits bei ganz jungen Zellen eindeutig 
(Abb. 9), und auch an alten Zellen der Hauptachse ist die Abgrenzung — be- 
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sonders am gequollenen, aber bei niherem Zusehen auch am lebenden 
Objekt — stets zweifelsfrei festzulegen. Es handelt sich bei der AuBen- 
schicht keineswegs um Lamellen, die denen der Innenschicht homolog und 
nur durch das Alter von ihnen unterschieden sind, sondern um eine einheit- 
liche Hiille, die den ganzen Thallus liickenlos tiberzieht. Diese Hiille scheint 
sich auch ihrer chemischen Zusammensetzung nach von den darunter- 
liegenden Membranschichten zu unterscheiden. Dafiir sprechen einerseits 
ihre schwache Farbbarkeit, anderseits ihre auffallend starke Quellung in 
Essigsiure. Die erstere Eigenschaft deutet auf einen nur geringen Gehalt 
an sauren Gruppen hin, die letztere ist jedoch mit unseren bisherigen Kennt- 
nissen vom Chemismus der Membranstoffe kaum erklirlich. Bei Kohle- 
hydraten von mehr saurem Charakter wire doch eine Quellung eher in 
Alkalien als in Séuren zu erwarten, wie dies Kenda und Weber (1952) 
fiir die festen Zellsifte von Cerinthe, die wohl Pektinstoffe enthalten, so ein- 
drucksvoll gezeigt haben. Allerdings stellte Walter (1923) fest, daB Al- 
kalien auf Agar keinen quellenden Einflu8 haben, freilich auch Sauren 
nicht. In beiden Agenzien tritt vielmehr eine Entquellung ein. Die man- 
gelnde Quellbarkeit in Alkalien diirfte wohl auf die Tatsache zuriickzu- 
fiihren sein, dab die Schwefelsiuregruppen im Agar des Handels nicht frei, 
sondern — gr6dBtenteils an Calcium — salzartig gebunden sind. Die freie 
Agarsaiure hat ganz andere Eigenschaften. Sie ist gut wasserléslich und 
geliert nicht (Hoffman und Gortner 1925). 

Auch in der nativen Zellwand der Meeresalgen ist nun Ca enthalten, wie 
Kylin (1915) zeigen konnte. So ergibt sich eine Erklarungsméglichkeit 
dafiir, daB Alkalien auf diese sauren Kohlehydrate nicht quellend wirken: 
Die einzelnen Polysaccharidketten werden durch Ca, das briickenartig an 
die sauren Gruppen benachbarter Makromolekiile gebunden ist, aneinander- 
geheftet. Keineswegs aber laBt sich im AnschluB daran die beobachtete 
Tatsache erkliren, daB verdiinnte Saiuren so rasche und starke Quellung 
auslésen. Die Aufklarung dieser Erscheinung muB also der kiinftigen For- 
schung iiberlassen bleiben. 

So 1aBt sich also abschlieBend iiber den biologischen Charakter der Zell- 
wand-AuBenschicht etwa folgendes sagen: 

1. Sie tiberzieht aller Wahrscheinlichkeit nach den ganzen Thallus 
liickenlos. Ihr Ubergang von der Hauptachse zu den seitlichen Kurz- 
trieben ist auf Abb. 4 in aller Deutlichkeit zu sehen, wobei der Unterschied 
zur Innenschicht der Zellwand, die jede Zelle fiir sich umhiillt, besonders 
hervortritt. Soll fiir diese Schicht ein spezieller Terminus eingefiihrt werden, 
dann wire die bereits von Brand in einer weiter unten referierten Arbeit 
aufgestellte Bezeichnung ,,Decklamelle“ vorzuschlagen. 

2. Die Konsistenz dieser Decklamelle ist an den jiingsten Zellen (beson- 
ders an den Spitzen der Seitenaste) eine andere als an den alten Zellen der 
Hauptachse. Bei den ersteren scheint es sich um eine ziemlich homogene, 
gallertige Masse zu handeln, die in ihrer Gesamtheit zu starker Quellung 
befahigt ist (Abb. 3). Bei den erwachsenen Zellen der Hauptachse jedoch 
bildet die Decklamelle ein Haiutchen (Abb. 6), das sich in quellungsférdern- 
den Agenzien von der Membran-Innenschicht abhebt, aber als solches nicht 
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zur Quellung fahig ist. Scheinbar ist zwischen dem Hautchen und der 
Innenschicht ein Rest quellbarer Substanz erhalten geblieben. Die be- 
schriebenen Befunde legen die Vermutung nahe, daB die Substanz der 
Decklamelle von den jiingsten Zellen in schleimiger oder gallertiger Form 
ausgeschieden wird. Beim spater einsetzenden Streckungswachstum der 
Zellen wird diese Substanz dann offenbar nicht weiter vermehrt, sondern 
nur gedehnt, wobei sich das beobachtete Hiutchen ergibt. Die Bildung 
von Filmen durch Dehnung makromolekularer Substanzen ist ja eine be- 
kannte Erscheinung. 

Die entwickelten Vorstellungen sowie die folgenden Ausfiihrungen iiber 
die Bedeutung der Membran-Innenschicht beziehen sich freilich in strengem 
Sinne nur auf das beobachtete Objekt Antithamnion cruciatum. Es darf 
aber wohl als wahrscheinlich betrachtet werden, daB sie auch fiir das nahe 
verwandte Callithamnion (auf das sich die Angaben von Berthold vor 
allem beziehen) und vielleicht auch — in modifizierter Weise — fiir andere 
Vertreter der Ceramiales gelten. 

Interessant ist nun, da8 eine ahnliche Organisation der Zellwand auch 
bei anderen — und zwar im System recht entfernten — Algen vorzukommen 
scheint. Vor allem verdient in diesem Zusammenhang hervorgehoben zu 
werden, was Brand (1901, S. 482 ff.) iiber den Bau der Membran von 
Cladophora berichtet. Er unterscheidet bei dieser Alge zwei Schichten: 
Eine Innenschicht, die jede Zelle fiir sich umschlieBt, und eine AuBenschicht, 
die an der Oberflaiche der Zellen eines Fadens hinliuft. Die auBerste La- 
melle dieser AuSenschicht nun, die Brand als ,,Decklamelle‘‘ bezeichnet, 
zeigt Eigenschaften, die denen der AuBenschicht von Antithamnion auf- 
fallend ahneln. Behandelt man die Zellen naimlich mit verdiinnter Essig- 
siure, dann tritt (vor allem bei jiingeren Teilen der Alge) eine blasenformige 
Abhebung dieser Lamelle ein. Die einzelnen Blasen kénnen sich vergréBern 
und miteinander verschmelzen, so daf dann die ganze Lamelle abgehoben 
erscheint, wihrend zwischen ihr und den iibrigen Schichten der Zellwand 
ein vollkommen hyaliner Raum liegt. In Lauge kommt diese Abhebung 
nicht zustande, ebensowenig in wasserentziehenden Mitteln. Ob diese Or- 
ganisation mit derjenigen von Antithamnion homologisiert werden kann, 
ist wegen der recht entfernten Stellung im System natiirlich zweifelhaft. 
Immerhin ist die Ahnlichkeit bemerkenswert, weshalb auch die von Brand 
vorgeschlagene Bezeichnung ,,Decklamelle“ auf die Zellwand-AuBenschicht 
von Antithamnion iibertragen wurde. 

Auch die von Ruhland und Hoffmann (1926) geschilderte Membran- 
spaltung von Beggiatoa erinnert zunichst etwas an den in Rede stehenden 
Vorgang. Bei naherem Zusehen jedoch wird deutlich, daB doch, obwohl 
morphologisch Ahnlichkeit besteht, andere chemische Gegebenheiten vor- 
liegen diirften. Die Beggiatoa-Membran spaltet sich nimlich nicht in ver- 
diinnten, sondern nur in konzentrierten Séiuren und etwas modifiziert auch 
in Laugen u. a. 

Das von Kotte (1914) am besten untersuchte Objekt, die Chlorophycee 
Chaetomorpha, hingegen zeigt zwar nur eine geringe morphologische, da- 
gegen eine auffallende chemische Ahnlichkeit mit Antithamnion. Zwar be- 
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steht auch hier die Zellwand aus einer Innenschicht und einer Decklamelle, 
aber diese Schichten scheinen gegeniiber den analogen Schichten der Mem- 
bran von Antithamnion eine etwas andersartige chemische Zusammensetzung 
zu besitzen. Jedenfalls beschreibt Kotte die Quellungserscheinungen in 
destilliertem Wasser und verdiinnter Saure so, als ob die gesamte Membran 
mit Ausnahme der Decklamelle von ihnen erfaBt wiirde, waihrend bei Anti- 
thamnion die Decklamelle bzw. die dieser unmittelbar benachbarten Schich- 
ten viel stirker und rascher quellen als die Innenschicht. Wichtig ist in 
diesem Zusammenhang hauptsichlich die Beobachtung von Kotte, dab 
auch bei Chaetomorpha — genau so wie bei Antithamnion — verdiinnte 
Saure quellungsfordernd, Lauge dagegen quellungshemmend wirkt. Hier 
scheint also die Substanz, die bei Antithamnion nur den AiuBersten Membran- 
schichten angehort, einen breiteren Raum einzunehmen. 


b) Die eigentliche Zellwand (Membran-Innenschicht ) 


Eine Rekapitulation dessen, was in den vorhergehenden Abschnitten 
tiber die Membran-Innenschicht gesagt wurde, ergibt folgendes: 

1. Die Innenschicht umhillt jede einzelne Zelle fiir sich — im 
Gegensatz zur Decklamelle, die den ganzen Thallus umhiillt. 

2. Sie zeigt — ebenfalls im Gegensatz zur AuBenschicht — Doppel- 
brechung und Zellulosereaktion. 

3. Sie besitzt eine starkere Farbbarkeit als die AuBenschicht. Ihr 
Farbungspunkt liegt hoher in der CaCl,-Farbstoffreihe. Dies bedeutet 
wohl, daf sie mehr saure Gruppen enthalt (vgl. Abb. 5 und 9). 

Diesen Befunden mu8 nun zunachst hinzugefiigt werden, daB die Mem- 
bran-Innenschicht eine Gliederung in Lamellen zeigt, die je nach dem 
Alter der Zelle und der Vorbehandlung mehr oder weniger deutlich hervor- 
tritt. Besonders eindrucksvoll ist sie zuweilen an alten Zellen der Haupt- 
achse nach laingerer Enzymeinwirkung sichtbar (Abb. 10). Innerhalb der 
Innenschicht selbst bestehen nun weiter zwei Gradienten der Fiarb- 
barkeit. Einerseits speichern naimlich die verschiedenen Lamellen den 
Farbstoff nicht gleich stark. In der Regel ist die auBerste Lamelle der 
Membran-Innenschicht am starksten fairbbar. Abb. 4 zeigt diese Erschei- 
nung fiir Zellen der Seiteniste: Die innersten Lamellen sind schwach ge- 
farbt, die auBeren starker. Dann folgt die gequollene Decklamelle, die 
wieder schwach gefairbt ist. Aber auch bei Zellen, an denen die Lamel- 
lierung nicht sichtbar ist, erscheint oft die auBere Begrenzung der Mem- 
bran-Innenschicht am stiarksten gefarbt (Abb. 5). 

Ein zweiter Gradient der Farbbarkeit besteht oft vom apikalen zum 
basalen Pol jeder Zelle. In vielen Fallen konnte ich beobachten, daB die 
Membran-Innenschicht am basalen Teil der Zellen schwacher farbbar ist 
als am apikalen. Dieses Verhalten zeigen haufig die Zellen der Seiteniste 
(Abb. 9), manchmal aber auch die Zellen der Hauptachse (Abb. 8). 

Zugleich wird auf diesen Bildern deutlich, daB die Lamellen der Innen- 
schicht nicht zueinander parallel liegen, sondern konisch ineinander- 
gefiigt sind. Dies hingt zweifellos mit der Art des Membranwachstums zu- 
sammen. Schon Berthold (1886), dessen Buch die Abb. 7 entnommen ist, 
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hat tiber den Verlauf des Wachstums Vorstellungen entwickelt, die durch 
die vorliegenden Untersuchungen weitgehend bestitigt wurden. Die Zelle ist 
offenbar nicht in ihrer gesamten Laingsausdehnung zum Streckungswachstum 
befahigt, sondern sie besitzt eine Wachstumszone an ihrem basalen Pol. 
Entweder findet tiberhaupt nur dort eine Apposition von neuen Membran- 
lamellen statt, oder aber es werden die allseitig angelegten Lamellen nur 
dort gedehnt. Jedenfalls werden die alteren Membranlamellen mit dem 
apikalen Zellpol, an dem auch die Seiteniste inseriert sind, passiv vorwirts- 
bewegt. So kommt es, daB der jiingere (basale) Teil der Zellwand aus einer 
Reihe von konisch ineinandergesteckten Lamellen besteht, deren Fort- 
setzungen in den apikalen Teil der Zelle offenbar sehr diinn sind und eng 
aneinanderliegen (Abb. 8, 9). Abb. 8 zeigt schén, daB die alteste Lamelle der 
Innenschicht etwa in der Zellmitte blind endet, also offenbar wihrend der 
Zellstreckung abgerissen ist. Auch auf Abb. 11 sieht man bei genauer Be- 
trachtung mehrere basalwarts blind endigende Lamellen der Membran- 
Innenschicht. Allerdings ist diese Struktur nur selten so deutlich zu sehen. 
Zumeist scheinen die Lamellen parallel zu liegen. Bei Antithamnion hat 
also der Vorgang der Zellstreckung aller Wahrscheinlichkeit nach den Cha- 
rakter eines Basiswachstums im Gegensatz z. B. zu Bornetia mit ihrem 
ausgepragten Spitzenwachstum (vgl. das oft gezeigte Bild von Strasbur- 
ger). Diesen Modus des Membranwachstums hat, wie gesagt, schon Bert- 
hold in seinen Grundziigen erkannt. Eine kleine Korrektur ist nur beziig- 
lich der Bedeutung der AuBenschicht notwendig, von der Berthold an- 
nahm, da& sie aus den altesten Lamellen der Zellwand besteht. Es lieB sich 
aber innerhalb der vorliegenden Arbeit zeigen, daB die AuBenschicht als 
Decklamelle den ganzen Thallus tiberzieht, und, nachdem sie einmal aus- 
geschieden ist, im Laufe des weiteren Heranwachsens des Thallus wahr- 
scheinlich nur passiv gedehnt wird. Die geschilderten Vorginge des Mem- 
branwachstums spielen sich ausschlieBlich in der Innenschicht der Membran 
ab, die jede Zelle umhiillt und die daher als die eigentliche Zellwand 
anzusprechen ist. 

AbschlieBend sei noch die Art des Membranwachstums mit den weiter 
oben beschriebenen Farbegradienten innerhalb der Zellwand verglichen. 
Am stirksten firbbar sind einerseits die A4uBersten Lamellen der Zellwand, 
anderseits deren apikale Teile. In beiden Fallen handelt es sich offensicht- 
lich um die altesten Teile derselben. Die jiingsten, eben abgeschiedenen 
Lamellen sind zumeist nur sehr schwach fairbbar. Es muB also mit der 
Alterung der Membranlamellen eine Vermehrung der sauren Gruppen statt- 
finden. In die gleiche Richtung weist auch die Beobachtung, daB die in der 





Abb. 8. Antithamnion cruciatum, 4 Tage in L-Enzym vorgequollen, dann gefarbt mit 
Methylenblau 1:40.000 in 0,0056 mol CaCl,. (66:1) 290:1. 
Abb. 9. Desgl., gequollen in 1n HCl, dann gefarbt mit Methylenblau 1:40.000 in 
destilliertem Wasser. (287:1) 1000:1. 
Abb. 10. Desgl., 14 Tage in L-Enzym vorgequollen. (66:1) 235:1. 
Abb. 11.. Desgl., nach Hypotonietod gefarbt mit Methylenblau 1: 4000 in destilliertem 
Wasser. (129:1) 450:1. 
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Nahe des Vegetationspunktes gelegenen Zellen fast unfirbbar sind. Ubri- 
gens scheint auch die Doppelbrechung und die Zellulosereaktion bei den 
jungen Zellen schwacher zu sein als bei den alteren. Aus letzterer Erschei- 
nung wire nichts Ungewéhnliches zu folgern: Es kommt auch sonst im 
Pflanzenreich hiufig vor, daB in den ersten Stadien der Zellwandbildung die 
Zellulose noch fehlt. Schwieriger ist die ebenfalls erst spiter einsetzende 
Farbbarkeit zu erkliren. Es sind zwei Méglichkeiten denkbar: Entweder 
werden in die neutrale Substanz, die zuerst gebildet wird, die sauren Kohle- 
hydrate erst nachtriglich eingelagert, oder ein zuerst entstehendes neutrales 
Kohlehydrat wird spiter chemisch verindert. So ware etwa die Entstehung 
eines agaraihnlichen Stoffes (also eines Sulfatkohlehydrates) durch nach- 
triigliche Veresterung eines zuniachst entstehenden neutralen Galaktans mit 
Schwefelsiture denkbar. Die Entstehung eines Carboxylkohlehydrates, 
etwa der Alginsiiure, aus einem neutralen Kohlehydrat ist allerdings schwerer 
—— 3. Die Tipfelplatten 

Bei der Betrachtung eines 4 Tage lang in L-Enzym gequollenen Materials 
fielen bei den jiingeren Hauptachsenzellen linsenférmige, stark licht- 
brechende K6rper auf, die sich an den Beriihrungspunkten der Zellen in 
axiler Lage befanden (Abb. 12). Es zeigte sich indes bei naherer Betrach- 
tung, daB diese Korper auch an allen tibrigen Zellgrenzen in weniger auf- 
fallender Ausbildung vorhanden waren und daB sie offensichtlich mit den 
in der Literatur vielfach behandelten Tiipfelverbindungen zwischen den 
Rotalgenzeilen in Zusammenhang stehen. Es gibt nach der zusammen- 
fassenden Darstellung bei Kylin (1937) einerseits sekundire Tiipfel, die 
bei gewissen Arten durch nachtragliche Zellfusionen entstehen und die hier 
nicht interessieren, anderseits primare Tiipfel, die schon bei der Zellteilung 
angelegt werden. Diese letzteren enthalten bei den Ceramiales als wesent- 
liche Bestandteile stark lichtbrechende und farbbare Platten — manchmal 
flach aneinandergelegt, in anderen Fallen linsenformig mit den Randern 
verbunden —, die nach Mangenot (1924) als plasmatische Bildungen, 
nach Jungers (1933) als Teile der Zellmembran anzusprechen sind. Nach 
meinen eigenen Beobachtungen scheint der fragliche Zellbestandteil, der 
einmal plattenformig, einmal linsenférmig erscheint, die Gestalt eines 
Ringes zu besitzen, zwischen dem eine ziemlich derbe Membran ausge- 
spannt ist. Diese Membran diirfte nun jeweils nach einer von den beiden 
Zellen vorgewolbt sein, wodurch der Korper die Gestalt eines Uhrglases mit 
ringformig verdicktem Rande annimmt (Abb. 14 und 10). Beim Quetschen 
gequollener Priaiparate bieten diese ,,Ringplatten“ oft dem Beschauer die 
Breitseite, wodurch Bilder wie das auf Abb. 13 dargestellte zustande kom- 
men. In der Literatur wird angegeben, daB diese Platten besonders stark 
farbbar sind. Dies scheint — zumindest fiir Antithamnion — kein vollig 
zutreffender Ausdruck fiir den Sachverhalt zu sein. Hier ist namlich der 
verstarkte Rand (Ring), der die Tiipfelplatte umgibt, die Ansatzstelle fiir 
die Lamellen der Zellwand-Innenschicht, die ja jede Zelle ihrer ganzen 
Oberflaiche nach umgibt — mit Ausnahme der Flachen, die durch die ,,Ring- 
platten“ ausgespart sind. Abb. 4 zeigt sehr deutlich, wie sich die Innen- 
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schicht der Membran auf diese Tiipfelplatten hin zusammenzieht. Wenn 
nun — etwa nach Behandlung mit Methylenblau — die Tiipfelplatten tat- 
sichlich bedeutend stirker gefairbt sind als die umliegenden Zellteile, dann 
lehrt eine nahere Betracktung, daB lediglich diese Ansatzstellen der Mem- 
bran-Innenschicht am ringformigen Rand der Tiipfelplatten herausgefarbt 
sind. Abb. 14 zeigt, daB die vorgewélbte Tiipfelmembran ungefarbt ist 
(vgl. dazu auch Abb. 8). Auf Abb. 5 ist zu sehen, daB die Ansatzstelle jeder 
einzelnen Membranlamelle ziemlich scharf herausgefarbt ist. Man erkennt 
weiter, daB (an dieser ausgewachsenen Hauptachsenzelle) der Membran- 
ansatz einseitig ausgebildet ist: Die uhrglasartige Vorwélbung der Tiipfel- 
platte weist nach der einen Seite hin, die stark farbbaren Membranansatz- 
stellen nach der anderen. Auch die Membran der zweiten Zelle setzt wohl 
an der Tiipfelplatte an, nur scheinen diese Teile weniger farbbare Substanz 
zu enthalten. Dieses Verhalten ist bei den Zellen der Hauptachse ganz all- 
gemein, und zwar weist in der Regel die konvexe Seite der Tiipfelplatte 
nach der apikalen Seite, die stark fairbbaren Membran-Ansatzstellen nach 
der basalen Seite des Stammcehens. Diese Orientierung kénnte in der all- 
gemeinen Organisation der Zellen begriindet sein, durchaus méglich ist es 
aber, daB sie auf eine regelmaBige Absterbefolge der Zellen zuriickgeht. 
In diesem Falle miiBte die Hauptachse vom apikalen Ende her absterben, 
wobei dann jede turgeszente Zelle die Tiipfelplatte in die angrenzende tote 
Zelle hiniiberdriicken wiirde. Doch konnte ich diesen Gedanken nicht mehr 
priifen, da mir zur Zeit der Abfassung des Manuskriptes kein lebendes Anti- 
thamnion mehr zur Verfiigung stand. Bieb] (1939) schreibt nur, daB die 
Zellen der Hauptachse von Antithamnion plumula gegen Hypotonie emp- 
findlicher sind als die Zellen der Aste. 

Leichter ist hingegen die Erscheinung zu erklaren, daB die stark farb- 
baren Membran-Ansatzstellen an der Tiipfelplatte zur basalwarts davon 
liegenden Zelle gehéren oder, mit anderen Worten, daB sie am apikalen 
Ende der betreffenden Zelle liegen. Wenn man sich den im vorhergehenden 
Kapitel beschriebenen Modus des Wachstums der Antithamnion-Zelle vor 
Augen halt, dann wird klar, daB es sich dabei um die altesten Teile der 
Zellwand handelt. Wie oben ausgefihrt, steigt die Farbbarkeit der ver- 
schiedenen Zellwandlamellen mit ihrem Alter. 

An den Tiipfelplatten in apikaler Richtung ansetzende Membran- 
lamellen waren an den Zellen der Hauptachse sehr oft nicht sichtbar, 
manchmal auch an Zellen der Seitenaiste nicht (Abb. 5 und 9). Dies diirfte 
wohl eine Folge ihrer mangelnden Farbbarkeit sein. In anderen Fallen 
jedoch (Abb. 4) sind sie deutlich zu sehen. Auch hier tritt aber, wie ersicht- 
lich, an der Zellbasis eine schwach fairbbare Zone auf. Aus ungeklarten 
Griinden ist tibrigens manchmal bei Zellen der Hauptachse sowohl am 
basalen als auch am apikalen Ende eine schwach farbbare Zone ausgebildet 
(Abb. 5). Dabei sind aber stets die der basalwiarts gelegenen Zelle ange- 
hérigen Membran-Ansatzstellen an der Tiipfelplatte kraftig herausgefarbt. 

An den Zellen der Seitenaiste von Antithamnion cruciatum waren die 
Tipfelplatten zwar zumeist deutlich zu sehen, doch konnten Einzelheiten 
ihres Baues nicht festgestellt werden (vgl. Abb. 4). 
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Alle diese Beobachtungen machen die Auffassung von Jungers (1933), 
daB es sich bei den Tiipfelplatten um Teile der Zellwand handelt, wahr- 
scheinlich. Auffallend war, daB die ,,Ringplatten‘’ auch dann, wenn alle 
ibrigen Zellwandteile unfo6rmig verquollen waren, ihr derbes Aussehen und 
ihre starke Lichtbrechung beibehalten hatten. Eine Zellulosereaktion konnte 
ich (allerdings nur in einem einzigen fliichtigen Versuch) nicht bekommen. 

Jungers (l.c.) bildet fiir Griffithsia setacea linsenformige Korper ab, 
die von zwei stark fairbbaren Platten begrenzt sind (Abb. 15). An Anti- 
thamnion cruciatum war eine solche Ausbildung der Tiipfelplatten nicht zu 
erkennen. Wohl scheinen sie sich bei mechanischer Beanspruchung in zwei 
Teile spalten zu kénnen (Abb. 13), doch war an intakten Objekten nie eine 
Spaltung zu erkennen (Abb. 12 kommt dem Bild von Jungers am nich- 
sten, kénnte aber vielleicht durch Umlegen der Ringe entstanden sein). 
Es ist allerdings bei allen diesen Uberlegungen zu bedenken, da8 Jungers 
mit Mikrotomschnitten von fixiertem Material, also recht stark chemisch 
und mechanisch beeinfluBten Objekten arbeitete, wahrend die hier gezeigten 
Bilder nur durch milde Quellung in Enzympriaparaten und eventuell An- 
firbung mit Methylenblau zustande kamen. 

Zu der oft diskutierten Frage, ob in den Tiipfeln offene Plasmaverbin- 
dungen zwischen den Zellen bestehen, kann die vorliegende Arbeit keine 
wesentlichen Beitraige liefern. Bei der Membranquellung der Seitenaste 
sieht man oft sehr schén, wie die durch die Quellung der Quermembranen 
auseinandergedringten Protoplasten mit diinnen Straingen aneinander 
haften bleiben. Auf diese Weise kénnen Kunstprodukte entstehen, die 
breite Tiipfelkanale vortaéuschen (Abb. 4). Bei Betrachtung der Abb. 6 


kann man sich des Eindruckes nicht erwehren, daB die Protoplasten durch 
die Tiipfelmembran hindurch in inniger Verbindung stehen — ob durch 
mikroskopisch sichtbare oder submikroskopische Poren, bleibt unentschie- 
den. Die Abbildung spricht ferner gegen eine Spaltung der Tiipfelmembran. 


D. Zusammenfassung 


1. Die Zellwand von Antithamnion cruciatum besteht aus zwei Schichten: 
einerseits aus einer (an erwachsenen Hauptachsenzellen) 0,8 u dicken Deck- 
lamelle, die den ganzen Thallus liickenlos iiberzieht, anderseits aus der 
eigentlichen Zellmembran, die jede Zelle fiir sich umhiillt (1,5 wu dick). 

2. Die Decklamelle wird vermutlich von den jiingsten Zellen in gal- 
lertiger Form ausgeschieden und beim Wachstum des Thallus nur passiv 
gedehnt (Abb. 3, 4, 6, 9). 

3. Ein wirkliches Mem branwachstum findet nur in der inneren (eigent- 
lichen) Zellmembran statt. Es ist bei Antithamnion als Basiswachstum 





Abb. 12. Antithamnion cruciatum, 4 Tage in L-Enzym vorgequollen. (98:1) 350:1. 
Abb. 13. Desgl., in 1 n HCl gequollen und mit Methylenblau 1:40.000 in destilliertem 
Wasser gefarbt. Zellen durch Druck auf das Deckglas getrennt. (32:1) 300:1. 
Abb. 14. Desgl., nach Hypotonietod gefarbt mit Methylenblau 1: 4000 in destilliertem 
Wasser. Ausschnitt aus Abb. 11. (129:1) 880:1. 

Abb. 15. Griffithsia setacea, Querschnitt durch eine Tiipfelplatte nach J ungers (1933). 
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ausgebildet, d. h. eine Apposition neuer Membranlamellen bzw. die Dehnung 
der alten findet nur an der Basis der Zellen statt. Die Zellmembran ist 
daher — wie die Membran vieler anderer Algen — aus konisch ineinander- 
gesteckten Teilen aufgebaut, und zwar nur in der basalen Zellhalfte 
(Abb. 8, 9). Die apikale Hialfte der Zelle enthalt die altesten Membran- 
lamellen, die im Laufe der Zellstreckung von ihren Ansatzstellen an der 
Zellbasis abreiBen kénnen und dann in der Mitte der Zelle blind endigen. 

4. Die stets zwischen den Zellen vorhandenen Tiipfelplatten haben die 
Gestalt einer Scheibe oder eines Uhrglases mit ringférmig verdicktem Rande. 
An diesem Ringe setzen die Lamellen der inneren (eigentlichen) Zellwand 
an (Abb. 4, 5, 8). Die Literaturangabe, daB die Tiipfelplatten besonders 
stark farbbar seien, konnte fiir Antithamnion nicht bestitigt werden. Die 
Tipfelmembran selbst ist hier ausgesprochen schwach farbbar, nur die 
Membran-Ansatzstellen an ihrem Rande farben sich teilweise intensiv 
(Abb. 14): Die an der Tiipfelplatte basalwarts ansetzenden Membranteile 
sind in der Regel gut farbbar, die apikalwarts ansetzenden — also die 
im basalen Teil der betreffenden Zellen gelegenen Membranpartien — 
bleiben oft ungefirbt (Abb. 5, 8,9). Dieses Verhalten hangt vermutlich 
mit der Art des Membranwachstums (Basiswachstum, vgl. 8S. 467) zusammen. 

5. Die einzelnen Teile der Membran zeigen charakteristische Unterschiede 
beziiglich ihrer Farbbarkeit. Die Decklamelle zeichnet sich in der Regel 
durch besonders schwache Anfirbung mit Methylenblau aus. Die eigent- 
liche Zellwand ist stets wesentlich stirker farbbar. Innerhalb dieser inneren 
(eigentlichen) Zellmembran bestehen wiederum Unterschiede: Zumeist spei- 
chern namlich die altesten (also die 4uBersten bzw. apikalwarts gelegenen) 
Lamellen dieser Schicht den Farbstoff besonders intensiv (Abb. 4, 5, 8, 9). 
Man muB also annehmen, dai die Farbbarkeit der Membranlamellen (also 
wahrscheinlich ihr Gehalt an sauren Gruppen) mit dem Alter zunimmt. 
Diese Vermutung wird dadurch noch wahrscheinlicher gemacht, da die 
in der Nahe des Vegetationspunktes gelegenen, ganz jungen Zellen viel 
schwicher farbbar sind als die erwachsenen. (Es mu} erwahnt werden, dab 
diese Abstufungen der Farbbarkeit nur bei Anwendung von Farbstoff- 
CaCl,-Reihen deutlich hervortreten.) 

6. Zellulosereaktion mit Chlorzinkjod gibt nur die eigentliche Zell- 
membran, nicht aber die Decklamelle. Auch die Intensitat der Zellulose- 
reaktion nimmt mit dem Alter der Zellen zu. An ganz jungen Zellen ist sie 
kaum erkennbar. Die gleiche Lokalisation und denselben Gradienten zeigt 
auch die Doppelbrechung. 

7. Die Anwendung anderer Reagenzienerbrachte keine sehr aufschluB- 
reichen Ergebnisse. Verschiedene kohlehydratspaltende Enzyme riefen zwar 
starke Quellungserscheinungen hervor, jedoch konnte ein elektiver Abbau 
bestimmter Teile der Membran niemals beobachtet werden. Bemerkenswert 
ist jedoch die Beobachtung, daB die Decklamelle in verdiinnten Sauren 
auBerordentlich stark quillt, wihrend konzentrierte Saure sowie Lauge keine 
Quellung hervorrufen. Dieses Ergebnis steht mit den Beobachtungen anderer 
Autoren im Einklang, ist aber auf Grund unserer derzeitigen Kenntnisse 
tiber den Chemismus der Algen-Membranstoffe schwer erklarlich. 
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8. Zur Frage der chemischen Zusammensetzung der Membran 
von Antithamnion liBt sich also etwa folgendes sagen: Zellulose kommt 
nur in der eigentlichen, zum Wachstum befahigten Zellmembran vor, und 
auch hier fehlt sie bei ganz jungen Zellen. Die Angabe in der Literatur, 
daB bei allen Rotalgen die Innenschicht der Zellwand aus Zellulose, die 
AuBenschicht aus ,,Pektinstoffen‘‘ besteht, trifft fiir Antithamnion nicht 
zu. Hier sind vielmehr die sauren Kohlehydrate stets mit der Zellulose ver- 
gesellschaftet in der inneren (eigentlichen) Zellmembran enthalten. Die 
AuBenschicht (Decklamelle) enthalt nur wenige saure Gruppen und scheint, 
auch ihrem iibrigen Verhalten nach (starke Quellung in verdiinnter Saure!), 
eine abweichende chemische Zusammensetzung zu haben — ebenso wie 
sie ja wohl auch eine andere biologische Funktion ausiibt. 

Uber die genaue Konstitution der in den Membranen der Rotalgen ent- 
haltenen sauren Kohlehydrate sind, der Literatur zufolge, eingehende 
makrochemische Untersuchungen durchgefiihrt worden, die sich allerdings 
im wesentlichen nur auf zwei Handelsprodukte beschriinken, namlich auf 
Agar und Carrageen. In beiden Fallen handelt es sich, wie bekannt, um 
Schwefelsdureester von Galaktanen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 
lassen jedoch, wie auf S. 459 naher ausgefiihrt, gewisse Zweifel dariiber auf- 
kommen, ob auch bei Antithamnion solche Schwefelsiureester in der Zell- 
wand enthalten sind oder ob dieselbe nicht etwa aus anderen sauren Kohle- 
hydraten besteht. 

Jedenfalls ist zu vermuten, daB die Unterschiede im Bau und Chemismus 
der Zellwinde verschiedener Gattungen und Familien der Rhodophyceen 
groBer sein dirften, als man bisher annahm. Dieses letztere Problem laBt 


sich freilich nur durch breitere vergleichende Untersuchungen am Standort 
der betreffenden Algen aufklaren. 
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Introduction 


The suctorian Discophrya piriformis! Guilcher has a stalk, a pear-shaped 
body, and a number of tentacles through which it apparently sucks out 
the cytoplasm of its prey (Fig. 1). During feeding its body sufrace natur- 
ally sustains an increase in surface area, which affects both the cortical 
protoplasm and the overlying cuticle. This expansion has been ascribed 
(Kitching 1952) to an active organized process rather than to a passive 
stretching, and it has even been suggested that it might provide the basis 
for suction, although it is by no means certain that this is the case. Accord- 
ingly to an alternative and equally attractive theory (Collin 1912), the 
body is pumped up by peristaltic movements of the inner tubes of the ten- 
tacles. This also lacks proof, but would conveniently account for the spheri- 
cal shape of the fully-fed Discophrya. It is quite possible that both mecha- 
nisms operate together (Kitching 1954b). 

On the application of hydrostatic pressures of about 2,000 lb. per sq. inch 
(136 atmospheres) or somewhat more, the surface of D. piriformis becomes 
wrinkled within a minute or less. However this wrinkling does not occur 
instantaneously, nor is it immediately reversed on release of pressure, but 
takes several hours to disappear; it cannot be attributed to compression of 
the body contents (Kitching 1954a). Because of a concurrent increase in 
length of the perimeter of the body, as seen in sagittal profile, the wrinkling 
was ascribed to an increase in surface area, and it was suggested that high 
pressure elicits to the full extent an expansion of the body surface which 
normally proceeds in a slow and orderly way during feeding. At still higher 
pressures the pellicle wrinkles very quickly, and the body rounds up within 
it, leaving a gap between the protoplasmic surface and the pellicle. Then on 


1 Very closely related to D. collini (Root) and possibly identical with this. 
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release of pressure the protoplasmic surface spreads back again to the pellicle, 
which now shows deep indentations, and the normal body form gradually 
becomes restored over a period of many hours. 


9000 Ib. per Releast 
5g. inch of pressure 


CY ~ 
OO 


Before 50 sec. 4§ min. 3 min. 
treatment at pressure after release 


Fig. 1. Tracmgs from photographs of Discophrya piriformis subjected to 9,000 lb. 
per sq. inch (612 atmospheres) for 77 minutes. 


In this paper are described experiments in which Discophrya piriformis 
was subjected to high hydrostatic pressures during feeding, in the hope that 
more evidence might be obtained regarding the nature of the suctorial process. 


2750 1b. per sg. inch 


22 min. 
ca 1004 





Fig. 2. Photographs of Discophrya piriformis subjected to 2,750 lb. per sq. inch 
(187 atmospheres) for over 7 hrs. The Colpidium was added at 0 min. 


Methods 


Discophrya piriformis was grown on silk threads floating on the surface 
of Bristol tap water to which Colpidiwm sp. was added for food. The Colpi- 
dium was itself cultured in Bristol tap water fortified with a vegetable extract 
and well contaminated with bacteria. 

Silk threads bearing the Discophrya were placed on a microscope slide and 
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irrigated with Colpidium culture. The Discophrya had not been fed during 
the previous 5-10 days, and were ready to feed but by no means starved. 
Accordingly they captured food immediately. They were then placed 
in a thin hanging drop on the inner side of the window of the pressure vessel 
(Kitching 1954a, p. 58), and the window was placed in position. The 
vessel itself was filled with medicinal paraffin (mineral oil), and there was 
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Fig. 3. Photographs of Discophrya piriformis subjected to 5,000 lb. per sq. inch 
(340 atmospheres) for 81 minutes. The Colpidiwm was added at 0 min. 


no gas phase within the vessel. One or more feeding specimens, having 
their sagittal profile in one optical plane, were chosen for observation, and 
were photographed with the Leica microscope camera. Then hydrostatic 
pressure was applied abruptly, and observations were continued with photo- 
graphs at convenient intervals. Finally the pressure was released, and further 
observations were made in certain cases only. 


Results 


Fifteen experiments were carried out, on 23 feeding individuals in all, with 
pressures ranging from 2,750 lb. per sq. inch (187 atmospheres) to 9,000 lb. 
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per sq. inch (612 atmospheres) and times of exposure from 5 min. to about 
7\, hrs. 

At all pressures within the range given above a wrinkling or folding of 
the pellicle occurred within a minute or so of the application of pressure. 
At the highest pressures the protoplasm rounded up within the wrinkled 
pellicle (Fig. 1). 

At 2,700 lb. per sq. inch (187 atmospheres) (two individuals observed for 
146 minutes) the process of feeding continued apparently quite normally 


250 1b. per sg. inch Pressure released 
at 6 min. | | at 11 min. 


62 min. 771 min. 





1004 4 
Fig. 4. Photographs of Discophrya piriformis subjected to 5,250 lb. per sq. inch 
(357 atmospheres) for 5 min. and then released from pressure. The Colpidium 
was added at 0 min. 


(Fig. 2). The pellicle, wrinkled as a result of the application of pressure, 
became smoothed out within about 20-25 minutes as the body filled up 
with food material from the prey. At the time of disappearance of the wrinkl- 
ing, the body appeared distinctly larger, as seen in sagittal profile, than it 
had been before the application of pressure, and the perimeter was longer. 

At 4,000 Ib. per sq. inch (272 atmospheres) and over the captured Colpi- 
dium no longer showed any further signs of being consumed. It gradually 
became either spherical or nearly so, but did not show any obvious dimin- 
ution of its contents. Those tentacles of the Discophrya which were attached 
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to the prey and which had become shorter and thicker soon after attach- 
ment, as is normal with feeding tentacles, now slowly became longer and 
thinner, like unattached tentacles, so that the Colpidiwm was held more 
distantly from its captor. Eventually contact was completely interrupted. 
Meanwhile the Discophrya remained wrinkled and did not show any signs 
of filling up. At 9,000 lb. per sq. inch (612 atmospheres) the same happened, 
and in addition the protoplasm almost immediately became separated from 
the wrinkled pellicle. 

When the pressure was raised to 5,250 lb. per sq. inch (357 atmospheres) 
for 5 minutes only, and then released (1 experiment on 4 individuals), 
feeding was resumed, as judged by the progressive increase in size of the 
suctorian and decrease of the prey. The heavily wrinkled body surface of 
the suctorian gradually became smoother as the body filled up with food, 
and it was apparent that even while still wrinkled the body surface was 
greater in area than it had been before the application of pressure (Fig. 4). 


Discussion 


Amoeboid movement and the cleavage of sea urchin eggs are prevented 
by the application of pressures of 250-400 atmospheres or more (Landau, 
Zimmerman and Marsland 1954; Marsland and Landau 1954). This 
inhibition is generally ascribed to a solation of the cortical gel of the cells 
concerned, although it is possible that other metabolic effects are also brought 
about. The inhibition of feeding in Discophrya is consistent with the idea 
that this is an active process effected by comparable sol-gel changes, although 


it does not by any means prove that this is the case. Moreover, it does not 
provide any criterion for choosing between the theory of tentacular peristal- 
sis and that of suction by surface expansion, already mentioned. 

However the most important result of these observations is the additional 
evidence that wrinkling of the body surface at high hydrostatic pressures is 
caused by an increase in surface area. When a Discophrya is allowed to feed 
after it has become wrinkled, the profile of the swelling body reveals un- 
mistakably an increase in surface area even while there are still wrinkles. 
Unless the body surface is capable of being stretched while still wrinkled, 
we must conclude that the increase in area occurred not during feeding but 
during the process of wrinkling. 


Summary 


1. When the suctorian Discophrya piriformis was subjected to hydro- 
static pressures of 2,750 lb. per sq. inch (187 atmospheres) or over during 
feeding, the body surface became heavily wrinkled. 

2. Feeding continued at 2,750 lb. per sq. inch (187 atmospheres), but 
was inhibited at 4,000 lb. per sq. inch (272 atmospheres) or over. 

3. Observation of individuals in which feeding was permitted to continue 
or to be resumed after wrinkling corroborate the conclusion that the wrinkl- 
ing involves an increase in surface area of the body. 

4. Inhibition of feeding at high pressures is tentatively attributed to 
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an interference with an active process involving a cortical gel, either in the 
tentacles or body surface or both. 

It is a great honour and pleasure to contribute to the special volume 
in honour of Professor Weber’s 70th birthday. 
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Literatur . . 


I. Einleitung 


Ammoniak war nach Wasser die erste Verbindung, fiir die eine Permea- 
bilitaét nachgewiesen werden konnte; 1871 zeigte de Vries, daB Ammoniak 
aus schwacher Lésung schnell in die Zellen der roten Riibe eindringt und 
den roten anthokyanhaltigen Zellsaft braun fairbt, und da8 dieselben Zellen 
sich nach Ubertragen in reines Wasser wieder rot farben infolge Exosmose 
des permeierten Ammoniaks. Overton (1895 bis 1899) stellte in seinen 

Protoplasma, Band XLVI/1I—4 31 
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e 
Permeabilitatsregeln Ammoniak und Monoamine zu den sehr rasch perme- 
ierenden Verbindungen. 1918 wies Brenner darauf hin, daB bei schwachen 
Sauren und Basen nur der undissoziierte Anteil permeiert, wihrend der 
dissoziierte Anteil durch das Plasma nicht hindurchtreten kann; die prak- 
tisch vollstaindig dissoziierten starken Séiuren und Basen kénnen daher in 
lebende Zellen nicht eindringen. Blutkérperchen erwiesen sich fiir Am- 
monium- und Aminsalze bedeutend permeabler als fiir andere Neutralsalze 
(Hedin 1892, 1895, Grijns 1896); dies ist nach Jacobs (1926/27) mit teil- 
weiser Hydrolyse obiger Salze zu erkliren. Den Versuch einer zahlen- 
maBigen Bestimmung der Permeabilitaét farbloser Stickstoffbasen unter- 
nahm Poijarvi (1928) als erster. Er schloB aus dem Farbenumschlag des 
im Zellsaft enthaltenen Anthokyans auf die eingedrungene Menge der Base. 
Aber erst Collander, Turpeinen und Fabritius (1931) ist die quan- 
titative Bestimmung gelungen. Da diese Arbeit der Ausgangspunkt fiir 
meine eigenen Untersuchungen war, so soll zunichst die dort angewandte 
Methodik beschrieben und auf die erzielten Ergebnisse hingewiesen werden. 

Eine direkte Bestimmung der Permeabilitat von Ammoniak und Essig- 
siure mit Hilfe plasmolytischer Methoden ist deshalb nicht méglich, weil 
eine plasmolytisch wirksame Konzentration obiger Stoffe die Zellen sofort 
tétet. Collander verwendet daher eine Ammoniumazetatlésung, in 
der, wie er bemerkte, die Plasmolyse mit meBbarer Geschwindigkeit zuriick- 
geht. Infolge Hydrolyse des Salzes sind auBer Ammonium- und Aze- 
tationen auch Ammoniak- und Essigséuremolekiile enthalten, in zwar sehr 
geringer Absolutkonzentration, die sich jedoch, wenn der Lésung Ammoniak 
bzw. Essigsiure durch Permeation entzogen wird, in unmeBbar kurzer Zeit 
wieder einstellt. Daf die Permeation nur die undissoziierten Molekiile des 
Ammoniaks und der Essigsiure, nicht aber Lonen betrifft, wird von Col- 
lander hinreichend begriindet. 

In diesem Zusammenhang diirfte das Verhalten der Tradescantia-Stengelzellen in 
hypertonischen Ammoniumchloridlésungen nicht uninteressant sein, tiber das ich 
auf Grund eigener Versuche berichten kann. In 0,20 mol Ammoniumchlorid wurden 
die Zellen plasmolysiert, die Chloroplasten zeigten systrophische Verlagerungen, aber 
ein Riickgang der Plasmolyse war nicht festzustellen. Ich beobachtete mehrere Zellen 
3 Tage lang, aber die Plasmolyse ging nicht zuriick, sondern verstiarkte sich noch ge- 
ringfiigig, vermutlich infolge Exosmose von Zellsaftstoffen. In Lésungen von Kalium- 
nitrat und anderen Alkalisalzen geht die Plasmolyse bekanntlich mit deutlich meB- 
barer Geschwindigkeit zuriick (Fitting 1915, Héfler 1918, 1919). Der Mechanismus 
dieses Vorganges steht hier nicht zur Diskussion; auf Grund oben erwaéhnter Versuche 
diirfte aber gezeigt sein, daB eine solche Permeation bei Ammoniumsalzen nicht statt- 
findet. Andererseits ist ein Plasmolyseriickgang wie beim Ammoniumazetat beim 
Ammoniumchlorid deswegen nicht zu erwarten, weil zwar undissoziierte Base, aber 
keine undissoziierte Saure in der AuBenlésung vorhanden ist und, wie schon oben er- 
wahnt wurde, die Steigerung der Salzkonzentration im Zellsaft nur infolge Permeation 
von Saure und Base zustande kommt. 

Die Dissoziationsverhaltnisse in einer Ammoniumazetat- 
lésung sind relativ leicht zu berechnen. In einer reinen Essigsiurelésung 
herrscht das Gleichgewicht 


CH,COOH = CH,COO- + H+. (1) 
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Setzt man die dieser Gleichung entsprechenden Konzentrationen in das 
Massenwirkungsgesetz ein, dann ergibt sich die bekannte Gleichung 
[(CH,COO-] - [H+] ¢ 
[(CH,COOH]. ~~’ @) 
wobei K die Dissoziationskonstante der Essigsiiure bedeutet. Aus der Glei- 
chung geht zunachst die Abhangigkeit des Dissoziationszustandes von der 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung sehr deutlich hervor. Erhéhung von 
[H+], also Ansiuerung der Lésung durch hinzugefiigte starke Saure, bewirkt 
Verkleinerung von[CH,COO~—] bzw. 
VergréBerung von [CH,COOH], also 7 
Zuriickdraingung der Dissoziation. 
Wird [H+] verkleinert (durch Hin- 
zufiigen von Alkali), dann verklei- Lssigsdure 
nert sich dementsprechend auch 
[CH,COOH] bzw. [(CH,COO—] 
nimmt zu. Wird also nun durch 
Hinzufiigen von Ammoniak das 2 
Ammoniumazetat hergestellt, dann si 0 ei ae 
bedeutet dies, daB durch Wegnahme + A cae Se ee 
: RS und Ammoniak in Abhingigkeit vom pH- 
—_— H+ der D issoziationsgrad der Wert der Lésung. Abszisse: pH-Wert der 
Essigsiure steigt, bis ein dem pH- Lésung. Ordinate: Dissoziationsrest. 
Werte der Salzlésung entsprechen- 
der Grad erreicht wird. Der dann noch vorhandene Anteil an undissoziierten 
Essigsiuremolekiilen la8t sich an Hand der von Michaelis (1922) gege- 
benen Formel berechnen: 








Yeap DH 


+e 
1+ 


a (3) 
[H*] 
Da die Dissoziationskonstante der Essigsaure 1,85 . 10-5 und der pH-Wert 
einer reinen Ammoniumazetatlésung 7 betriagt, beliuft sich der Dissozia- 
tionsrest p der Essigsaiure auf 0,0053. In ganz analoger Weise laBt sich auch 
die Konzentration an undissoziiertem Ammoniak nach der Michaelis- 
schen Formel 
1 

gs [H+] (4) 

Kw 


berechnen, wobei hier K die Dissoziationskonstante des Ammoniaks 
(1,86. 10-5) und Kw das Ionenprodukt des Wassers (10—'*) bedeutet. 
(Durch die zufallige, fast vollkommene Gleichheit der beiden Dissoziations- 
konstanten ergibt sich der pH-Wert 7 fiir die reine Lésung des Salzes.) 
Die Abb. 1 gibt die Verhaltnisse in graphischer Form wieder. Man erkennt 
daraus, daB unterhalb von pH 6 praktisch kein undissoziiertes Ammoniak, 
hingegen viel undissoziierte Essigsiure, oberhalb von pH 8 praktisch keine 
undissoziierte Essigsiure, hingegen viel -undissoziiertes Ammoniak vor- 
handen ist. 


i+K. 


31* 
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Betrachten wir nun die Permeationsméglichkeiten des Salzes, dann 
ergibt sich folgendes Bild. Oberhalb von pH 7, in dem Bereich also, in dem 
das undissoziierte NH, in relativ gréBerer Menge vorhanden ist, wird dieses 
(das, wie schon de Vries wuBte, auBerst rasch permeabel ist) in kiirzester 
Zeit in den Zellsaft vordringen und nahezu die AuBenkonzentration er- 
reichen, so daB die weitere Permeation infolge Wegfallens des Diffusions- 
gefalles zum Stillstand kommt. Da die Absolutmenge des bis dahin ein- 
gedrungenen Ammoniaks sehr klein ist, wird noch keine meBbare deplas- 
molytische Bewegung zu beobachten sein. Deplasmolyse kann vielmehr 
erst dann eintreten, wenn sich durch Nachdiffusion von Essigsiure auch 
in der Vakuole entsprechende Mengen des Salzes bilden kénnen. Da un- 
dissoziiertes Ammoniak nun sowohl auBen als auch innen im Uberschu8 
vorhanden ist, wird die Permeation der Essigsiure in diesem Falle der be- 
grenzende Faktor des ganzen Vorganges sein. Nur in dem Mafe, wie die 
Essigsiure nachdiffundiert, kann sie mit dem bereits in der Vakuole vor- 
handenen NH, das osmotisch wirksame Salz bilden, durch dessen stetige 
Anreicherung der Riickgang der Plasmolyse herbeigefiihrt wird. Die Be- 
rechnung der Permeationskonstante der Essigsiure ist in diesem Falle sogar 
einfacher als bei einem Anelektrolyten. 


In der schon zitierten Arbeit von Collander und Mitarbeitern erfolgt 
die Bestimmung der permeierten Stoffmengen nach der verfeinerten grenz- 
plasmolytischen Methode. In einem Vorversuch wird die plasmolytische 
Grenzkonzentration in mol KNO, bestimmt, im Hauptversuch wird nach 
bestimmten Zeiten festgestellt, bei welcher Ammoniumazetatkonzentration 
Grenzplasmolyse vorliegt. Die Differenzen zwischen diesen Konzentrationen 
und der anfangs bestimmten Grenzkonzentration in KNO, geben dann an, 
wieviel Ammoniumazetat sich in einer bestimmten Zeit im Zellsaft ange- 
haiuft hat. (Dabei wird die Annahme gemacht, daf8 aquimolare Kalium- 
nitrat- und Ammoniumazetatlésungen isosmotisch sind.) Da die Permea- 
tion der Essigsiure der begrenzende Faktor fiir die Anreicherung des Salzes 
im Zellsaft ist, so geben diese Werte auch an, wieviel Essigsiure waihrend 
der Versuchszeit eingedrungen ist. In der Gleichung 


= = P.(C—o) (5) 


sind somit die GréBen m und t bekannt; m bedeutet die wihrend der Zeit t 
(in Stunden) permeierte Siuremenge. Die Konzentration der undissoziierten 
Essigsiuremolekiile in der AuBenlésung (C) laBt sich nach Formel 3 be- 
rechnen. Durch Zusatz schwach alkalischer Phosphatpuffer zur AuBen- 
lésung wird erreicht, daB ihr pH-Wert oberhalb von 7 liegt. [hr Gehalt an 
undissoziiertem NH, ist dadurch relativ groB, die Zellen nehmen gleich 
anfangs einen Uberschu8 davon auf, die permeierende Essigsiure vereinigt 
sich in der Vakuole sofort fast vollkommen mit dem schon vorhandenen 
Ammoniak zu Ammoniumazetat und die Partialkonzentration der undis- 
soziierten Essigsiuremolekiile im Zellsaft (c) bleibt dadurch zumindest an- 
fangs so klein, daB sie gegeniiber C vernachlissigt werden kann. Die Per- 
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meationskonstante P der Essigsiure kann jetzt aus der Gleichung 


~ oe BO (6) 
berechnet werden. — Im pH-Bereich unter 7 ist dagegen die undissoziierte 
Essigsiure im UberschuB, sie wird zuerst in den Zellsaft eindringen und die 
Permeation des Ammoniaks wird der begrenzende Faktor des Vorgangs 
werden. Die Permeabilitét des Ammoniaks wurde aber nicht auf dieselbe 


: 
Pe 


Ammoniak Lssigsdvre 














cot | | \ | n 1 l nl L | 1 i ! L 
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Abb. 2. Abb. 3. 


Abb. 2. VergréBerter Ausschnitt aus Abb. 1. 
Abb. 3. Kurven zur Veranschaulichung der Geschwindigkeit der Deplasmolyse in 
Ammoniumazetatlésungen bei verschiedenen pH-Werten. Abszisse: pH-Wert der 
Lésung. Ordinate: Produkt aus Permeationskonstante P und Dissoziationsrest p. 
Fiir Essigsiure wurde P = 1 und fiir Ammoniak P = 10 gesetzt. 


Weise wie die der Essigsiure bestimmt, weil ein SaureiiberschuB im Zell- 
saft aus Resistenzgriinden nicht vorteilhaft erschien. 

Bei obigen Uberlegungen wurde noch nicht beriicksichtigt, daB die 
Permeabilitét von NH, und CH,COOH recht verschieden ist. Nehmen 
wir aber zunachst einmal an, daB das Permeationsvermégen der beiden Stoffe 
gleich sei, dann zeigt uns ein Blick auf Abb. 2 folgendes. (Abb. 2 stellt einen 
vergroBerten Ausschnitt aus Abb. 1 dar, namlich den hier vor allem inter- 
essierenden pH-Bereich von 6 bis 8.) Bei pH 8 ist eindeutig die Permeation 
der CH,COOH der begrenzende Faktor des ganzen Vorganges. Die Deplas- 
molyse wird mit einer der geringen CH,;COOH-Konzentration entsprechen- 
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den Geschwindigkeit vor sich gehen. Bei pH 7,4 ist der Anteil an CH,COOH 
gréBer (immer aber ist NH, noch im Uberschu8), die Deplasmolyse wird 
daher etwas schneller verlaufen. Noch schneller wird sie bei pH 7 vor sich 
gehen. Bei pH 6,8 ist noch mehr CH,COOH in der Lésung vorhanden, 
aber bereits eine im Vergleich dazu geringere NH,-Menge. Daher wiirde — 
immer unter der hypothetischen Annahme gleichen Permeationsvermégens 
— hier bereits die Permeation des Ammoniaks der begrenzende Faktor 
sein, die Geschwindigkeit der Deplasmolyse also sinken. In diesem hypo- 
thetischen Falle ware also bei pH 7 ein Maximum der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit zu erwarten. Nun sind aber die beiden Stoffe beziiglich ihres 
Permeationsvermégens durchaus nicht gleichwertig, Ammoniak permeiert 
bedeutend rascher als Essigsiure. Dies hat zur Folge, daB die Deplasmolyse 
in dem Bereich, in dem die Ammoniakpermeation der begrenzende Faktor 
ist, relativ bedeutend schneller vor sich geht als in dem Bereich, in dem 
Essigsiure der begrenzende Faktor ist. Will man also eine Kurve zeichnen, 
die die Geschwindigkeiten der Deplasmolyse wiedergibt, dann darf man die 
Essigsiure nicht mit ihrer Konzentration in das Koordinatensystem ein- 
setzen, sondern mit der Konzentration multipliziert mit der Permeations- 
konstante, ebenso das Ammoniak mit seiner Konzentration multipliziert 
mit seiner Permeationskonstante. Setzen wir zunichst einmal die Per- 
meationskonstante der Essigsdiure gleich 1 und nehmen an, daf8 Ammoniak 
zehnmal besser permeabel ist, also hier die relative Permeationskonstante 10 
besitzt, dann werden also fiir Essigsiure die Konzentrationswerte auf- 
getragen, fiir Ammoniak jeweils die zehnfachen Konzentrationen. Die ent- 
stehenden Kurven zeigt Abb. 3. Die auffalligste Folge der unterschied- 
lichen Permeationskonstanten ist die, daB das Maximum der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit sich nicht mehr bei pH 7 befindet, sondern nach der sauren 
Seite verschoben ist. Der geistreiche Einfall Collanders bestand nun 
darin, daB sich aus der Lage dieses Maximums in der pH-Skala eine der 
beiden Permeationskonstanten berechnen lai®t, wenn die andere bekannt 
ist. Beim Punkte des Maximums dringen nimlich NH, und CH,COOH in 
aquivalenten Mengen in die Zelle ein. Da nun die Permeationsgeschwindig- 
keit fiir Ammoniak durch seine Konzentration multipliziert mit seiner Per- 
meationskonstante gegeben ist und ebenso die Permeationsgeschwindigkeit 
der Essigsiure, so muB, wenn die beiden Permeationsgeschwindigkeiten 
gleich groB sind, die Beziehung 


sy Ammoniak - O pmntink = P. Essigsaure - C Escigsiure (7) 


gelten. Pammoniax 14Bt sich daraus berechnen, weil Pssigsiure AUS Zahlreichen 
Versuchen von Collander, deren theoretische Grundlagen oben dargelegt 
wurden, bekannt ist — es ergaben sich Werte von etwa 20 bis 60 — und 
weil die Konzentrationen C nach den Michaelisschen Formeln berechen- 
bar sind. Durch Vergleich der plasmolytischen Wirksamkeiten von 
Ammoniumazetatlésungen verschiedener Wasserstoffionenkonzentrationen 
wurden bei pH-Werten von etwa 6,3 bis 6,5 die kleinsten Deplasmolyse- 
zeiten festgestellt, woraus sich fiir Ammoniak eine Permeationskonstante 
von etwa 200 bis 2000 ergab. 
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Collander schrieb auf 8. 360 seiner Arbeit, daB es notwendig wire, die 
bisher bestinumten Permeationskonstanten schnell permeierender Basen an 
einem einfacheren Objekt, als es die Epidermiszellen von Rhoeo sind, zu 
tiberpriifen. Auf diese Anregung hin entstand die vorliegende Arbeit. Zu 
den geistreichen Ansaitzen konnte natiirlich nicht viel hinzugefiigt werden. 
Die Methode Collanders wurde nicht verbessert, sondern nur insofern 
verandert, als an Stelle der grenzplasmolytischen die plasmometrische Me- 
thode von Héfler verwendet wurde. Es ist sehr erfreulich, daB die nach 
den beiden Methoden erhaltenen Werte so schén iibereinstimmen. Ferner 
wurde versucht, das Permeiervermégen einiger Amine wenigstens der 
GréBenordnung nach zu bestimmen. 

Die Versuche wurden in den Jahren 1952 bis 1954 am Pflanzenphysiolo- 
gischen Institut der Universitat Wien durchgefiihrt. Es sei mir gestattet, 
an dieser Stelle meinem verehrten Lehrer Herrn Prof. Dr. Karl Héfler, 
der mir das Thema als Dissertation stellte, fiir die Anregung der Arbeit und 
seine staéndige Férderung meinen besten Dank auszusprechen. Herrn 
Dr. Helmut Kinzel bin ich fiir die Beratung in allen physiko-chemischen 
Fragen, fiir seine dauernde Hilfsbereitschaft, u. a. bei den pH-Messungen 
und bei der Herstellung der essigsauren Salze der Amine zu groBem Dank 
verpflichtet. 

II. Versuchsmethodik und Material 


Die plasmometrische Methode von H6fler wurde schon mehrfach ausfiihrlich 
dargestellt (Hdfler 1918, 1934, Hofmeister 1935, Strugger 1935, 1949, Kreuz 1941, 
Rottenburg 1943, Biebl 1948). Der Plasmolysegrad G wird bei annahernd zylin- 
drisch geformten Zellen aus der Gleichung 


G = = (8) 
h 

berechnet. J ist die Lange des Protoplasten nach Abrundung, h ist die innere Lange 
und 6 die innere Breite der Zelle. 1,, 1, usw. sind die Langen des Protoplasten in aufein- 
anderfolgenden Messungen, G,, G, usw. die zugehérigen Plasmolysegrade. A G ist die 
Anderung des Plasmolysegrades pro Stunde. P’, die Permeationskonstante des Proto- 

plasten, wird aus der Gleichung 
Pn (9) 

C—e 

berechnet. M ist die mittlere Stoffaufnahme des Protoplasten pro Stunde und wird 
bestimmt als Zunahme des osmotischen Wertes pro Stunde; da der osmotische Wert 


O0=C.G (10) 
ist, so besteht die Beziehung 
M=C.S3@. (11) 


C ist die AuBenkonzentration des Plasmolytikums und ¢ die jeweilige Partialkonzen- 
tration desselben im Zellsaft. c wird nach Héfler (1934) néherungsweise durch lineare 
Extrapolation aus der Stoffaufnahme wahrend des zu wertenden Intervalls bestimmt. 
Es sei noch darauf hingewiesen, daB die Konstanten P’ (plasmometrische Methode) 
und P (Collander, Turpeinen und Fabritius 1931) auf Grund ihrer Definitionen 
(Formeln 9 und 5) identisch und die nach den beiden Methoden erhaltenen Werte daher 
vergleichbar sind. 
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Als Versuchsobjekt dienten mir die ,,gestreckten auBeren ans Strang- 
gewebe grenzenden Grundgewebszellen des Stengels und die Zellen der drei 
bis vier nachstinneren Reihen‘‘ (Héfler 1918) von T'radescantia elongata 
G. F. W. Meyer (= Tr. guianensis Miq.), die im Gewiachshaus des Pflanzen- 
physiologischen Instituts kultiviert wird. Diese Zellsorte erwies sich gegen- 
iiber Salzen sehr resistent und wurde schon mehrfach fiir Permeabilitiats- 
versuche herangezogen (Héfler 1918, 1919, Hofmeister 1935, Rotten- 
burg 1943). Die Stengellangsschnitte wurden mit einer Rasierklinge her- 
gestellt, nicht entliiftet und vor Versuchsbeginn einige Stunden lang in 
destilliertem Wasser gewassert, um eine raschere Abrundung zu erreichen. 
Die Dicke der Schnitte wurde so gewahlt, daB beiderseits der untersuchten 
Zellen noch mindestens eine Zellschicht am Leben war. 

Als Pufferlésungen verwendete ich fast durchwegs Phosphatpuffer (nach 
Strugger), nur bei einigen wenigen Versuchen zu Vergleichszwecken 
Zitratpuffer (nach McIlvaine). Die Messung der pH-Werte erfolgte mit 
einem Ionometer von Lautenschlaiger mit Chinhydron- bzw. Glaselektrode. 

Die verwendeten Chemikalien waren reinste Praparate von Schering- 
Kahlbaum (Ammoniumazetat, Essigsiure), Merck (Methyl-, Dimethy]l-, 
Trimethyl-, Athyl-, Diathyl-, Triaéthylamin) und von der Heilmittelstelle 
Wien (Traubenzucker). Die Lésungen wurden volumnormal in MeBkolben 
hergestellt. Die Verdiinnung erfolgte mit MeBpipetten. Als Lésungsmittel 
diente einfach destilliertes Wasser. Zur Messung verwendete ich ein Rei- 
chert-Okular-Mikrometer III (7x) und ein Objektiv 7a von Leitz; ein 
Mikrometerteilstrich entspricht hier 2,66 w. 


III. Versuche mit Ammoniumazetat 
A. Totalversuche 


Meine Aufgabe bestand zunachst darin, den Verlauf und die Geschwin- 
digkeit der Deplasmolyse in Lésungen von Ammoniumazetat bei verschie- 
denen Werten der Wasserstoffionenkonzentration messend zu verfolgen. 
Als Konzentration der Lésungen erwies sich zunichst eine von 0,30 mol 


Tabelle 1 





Teile | Teile 
1/,,mol KH,PO, | */,;mol Na;PO, 


g 
1/,; mol Puffer |= 0,30mol CH,COONH, 
+ 1/6 mol Puffer 





6,52 
6,70 
7,05 
7,26 
7,34 
7,72 
10 8,24 


am besten geeignet, da mit ungepufferten Losungen niedrigerer Konzen- 
tration keine geniigend starke Plasmolyse mehr zu erzielen war. Aus Tab. 1 
ist die Zusammensetzung der bei den folgenden Versuchen verwendeten Lé- 
sungen ersichtlich. Es zeigt sich, daB die pH-Werte der gepufferten Am- 


CNR O*10 SO 
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moniumazetatlésungen mit denjenigen der entsprechenden reinen Puffer- 
lésungen nicht iibereinstimmen; durch das hydrolysierte Salz wird der 
pH-Wert in Richtung auf den Neutralpunkt hin verschoben. 

Von den bei einem bestimmten pH-Wert durchgefiihrten Versuchen 
stelle ich jeweils nur einen einzigen ausfiihrlich dar. Die Reihenfolge der 
Versuche entspricht der zeitlichen Aufeinanderfolge. Zunichst wurden, 
entsprechend den Angaben Collanders, im neutralen und schwach alka- 
lischen Bereich Versuche durchgefiihrt, spiter wurden auch schwach saure 
und etwas stirker alkalische Lésungen verwendet. Beim ersten Versuch 


8, + 


“cial 
berechne ich auch die durchschnittliche Abweichung creas — und die 


Bat. Be, 


—_—__———_———_ 5 


ihrer absoluten 
n 


Gr6éBe und in Prozenten des Mittelwertes angegeben. 8,, ... 3, sind die 
absoluten Zahlenwerte der Abweichungen der Einzelzellen vom Mittel, 
n ist die Zahl der an der Bildung des Mittelwertes beteiligten Einzelmes- 
sungen. 


mittlere Abweichung beide werden in 


Versuch 63 7. Februar 1952 


C (Konzentrationdes Diosmotikums) = 0,30 mol Ammoniumazetat + 1/,,mol 
Phosphat, pH 7,05, 7 (Temperatur der Lésung) = 17,5°. 

Schnitt 16 Stunden gewissert. Eingelegt um 135 40’. Um 132 50’ Konkavplasmo- 
lyse. 1. Messung 14" (alle 30 Sekunden eine Zelle; der Héhepunkt der Plasmolyse 
noch nicht erreicht), 2. Messung 14215’, 3. Messung 14527’, 4. Messung 145 37’, 
5. Messung 145 47’, 6. Messung 155 2’. Um 15" 10’ in 0,50 mol Traubenzucker einge- 
legt. Um 181 10’ alle Zellen plasmolysiert. 


Zelle hb ls I, ls ls 
1 31 65 75,1 78 82,5 

31 87,3 92 95,2 
101 105,2  108 
65 «67 68,5 
67,7 72,2 75 


2 81,5 
3 93,7 
4 59 
5 64 63 


Zelle G, G, 


1 


2 
3 
4 
5 


0,608 
0,639 
0,703 
0,698 
0,628 


0,586 
0,605 
0,639 
0,607 
0,544 


Gs 
0,663 
0,698 
0,747 
0,720 
0,616 


G 
0,720 
0,755 
0,812 
0,807 
0,670 


0,753 
0,801 
0,850 
0,836 
0,723 


Ge 
0,780 
0,834 
0,875 
0,858 
0,756 


A Go—3 
0,385 
0,465 
0,540 
0,565 
0,360 


A G34 AGs—5 AG5—6 


0,342 
0,342 
0,390 
0,522 
0,324 


0,198 
0,276 
0,228 
0,174 
0,318 


0,108 
0,132 
0,100 
0,088 
0,132 


Mittelwerte Durchschnittliche Abweichung 


absolut in °/y 


0,072 15,5 
0,058 15,1 
0,047 19,7 
0,016 14,3 


Mittlere Abweichung 
absolut in °/y 


0,081 17,5 
0,072 18,7 
0,052 21,8 
0,017 15,3 


\G,_, = 0,463 
\G,_, = 0,384 
\G,_, = 0,239 


AG; 4 = 0,112 


Das Mittel der mittleren Abweichung betragt 18,3%. 
Allgemeines Mittel 1 G,_, = 0,300. 
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Abb. 4 stellt den Deplasmolyseverlauf der fiinf Zellen graphisch dar. Die Geschwin- 
digkeit des Riickganges der Plasmolyse wird von Intervall zu Intervall deutlich lang- 
samer. 


keine mehbaren 
Protoplastentormen 





OS 1 | ! | ! 
. , ; 50’ 60’ 70’ 80 ¢ 





Abb. 4. Verlauf der Deplasmolyse von fiinf Zellen in 0,30 mol Ammoniumazetat bei 
pH 7,05 (Versuch 63). Abszisse: Zeit in Minuten vom Einlegen in die Lésung an. Ordi- 
nate: Plasmolysegrad. 


Versuch 76 13. Februar 1952 
C= 0,30 mol Ammoniumazetat + 1/4, mol Phosphat, pH 7,26, T = 20,5°. 
Schnitt 16 Stunden gewiissert. Eingelegt um 13. 51’. Um 142 5’ Konkavplasmo- 

lyse; der vorher rétliche Zellsaft blauviolett verfarbt. 1. Messung 14 30’ (alle 30 Se- 

kunden eine Zelle), 2. Messung 14" 50’, 3. Messung 152 10’, 4. Messung 152 40’. Um 

15" 45’ in 0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Um 175 30’ alle Zellen plasmolysiert. 

Zelle ih b l, ly G, G, G; G, 

33 49,2 a 70 0,444 0,555 0,611 0,686 
33 49,5 69,6 0,481 0,588 0,663 0,734 
34,5 47,4 55,3 64 0,485 0,604 0,652 0,724 
31,5 44 49,2 52, 56 0,515 0,595 0,649 0,700 


Zelle AGi—2 AGe2-3 = Mittelwerte: A Gi—2 = 0,313 


1 0,333 0,168 A Go—3 = 0,173 
2 0.321 0,215 : A Gs—4 = 0,134 


0,357 =0,144 ) Allgem. Mittel: 4 Gi—4 = 0,207 
0,240 0,162 y 


Versuch 91 29. Februar 1952 
C = 0,30 mol Ammoniumazetat + 1/4. mol Phosphat, pH 7,34., T = 15,5°. 


Schnitt 12 Stunden gewassert. Eingelegt um 105 25’. Um 10} 28’ Zellsaft blau 
verfarbt. 1. Messung 11) 28’ (alle 15 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 11" 38’, 3. Mes- 
sung 11) 48’, 4. Messung 11) 58’, 5. Messung 12" 18’, 6. Messung 12 38’. Um 12 55’ 
in 0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Um 17" alle Zellen plasmolysiert. 





& 1; 
45,7 7 50 
41,1 2 44,5 
50 f 54,2 
52,5 56,8 f 61,1 
40,5 44,2 46,7 
43,9 47,2 50,4 
42,1 47,4 50,8 
39,8 46 46,7 48,8 
Zelle G, G, ? G, G; G, AGi—2 \Go—3 AGg—4 A Gs—5 A G5—6 
0,534 0,563 0, 0,630 0,666 0,699 0,174 0,210 0,192 0,108 0,099 
0,564 0,584 ‘ 0,656 0,700 0,744 0,120 0,324 0,108 0,132 0,132 
0,543 0,569 0,630 0,660 0,706 0,156 0,186 0,180 0,090 0,138 
0,563 0,592 7 0,633 0,672 0,721 0,174 0,150 0,096 0,117 0,147 
0,575 0,619 0,654 0,701 0,735 0,264 0,126 0,084 0,141 0,102 
0,570 0,603 0,622 0,647 0,673 0,699 0,198 0,114 0,150 0,078 0,078 
0,545 0,592 0, 0,656 0,685 0,692 0,282 0,228 0,156 0,087 0,021 
0,558 0,631 76 0,679 0,715 0,737 0,438 0,270 0,018 0,108 0,066 
Mitteiwerte: Gy. = 0,226 Allgemeines Mittel: \G,_¢ = 0,154 
@ = O26 
_, = 0,136 
_s = 0,108 
. = 0,098 
Versuch 93 29. Februar 1952 


C = 0,30mol Ammoniumazetat (ohne Phosphat), pH 6,90, 7 = 16°. 
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or 
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Schnitt 17,5 Stunden gewassert. Eingelegt um 16". 1. Messung 165 30’ (alle 15 Se- 
kunden eine Zelle), 2. Messung 162 35’, 3. Messung 162 40’, 4. Messung 16" 45’, 5. Mes- 
sung 165 50’, 6. Messung 16" 55’. Um 16" 58’ alle Zellen der beobachteten Zellreihe 
deplasmolysiert ; die sehr breiten inneren, meist starkehaltigen Grundgewebszellen noch 
plasmolysiert. Um 17 in 0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Am nachsten Tag um 92 
die Zellen gréBtenteils plasmolysiert, meistens mit Systrophe. 


Zelle h b l, l; L, ; l, 


59 2g y 53,3 56,3 58,1 Grenzplasmol. 

87 3 77 79,6 4 Grenzplasmol. 

60 28,é y 57,5 5¢ dpl. 

81 28 2, ‘ 1,é ‘ 74,5 

74 27 y d dpl. 

63 28 53, 60,6 2 ‘iaeauia 
1 deplasmolysiert. 


he ee ee eee ei \G,_, AG 


5 


4-5 

1 0,686 0,739 0,790 0,820 0,835 — : 0,564 0,180 
0,710 0,778 0,808 0,826 0,845 ), 0,216 0,228 
0,708 0,800 0,825 0,841 — : 0,192 — 
0,660 0,701 0,737 0,768 0,787 0,492 0,372 0,228 
0,703 0,800 0,838 0,851 0,865 0,156 0,168 
0,695 0,757 0,774 0,815 0,836 : 0,492 0,252 


Mittelwerte: AG,_. = 0,826 Allgemeines Mittel: 5 = 0,446 
9-3 = 0,414 
= 0,332 
- == GSEs 
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Versuch 94 3. Marz 1952 


C = 0,30mol Ammoniumazetat + 1/4,mol Phosphat, pH 6,70, T = 19°. 


Schnitt 6 Stunden gewassert. Eingelegt um 14) 25’. 1. Messung 14» 50’ (alle 15 Se- 
kunden eine Zelle), 2. Messung 14) 54’, 3. Messung 145 58’. Um 15® 2’ alle Zellen der 
beobachteten Zellreihe deplasmolysiert. Um 15 5’ in 0,50 mol Traubenzucker einge- 
legt. Am nichsten Tag um 9 30’ die Zellen plasmolysiert, einige zeigen Systrophe. 


Zelle h bE l; l; G, G, G, 4G,_5 AGy_3 


78 83,4 86,2 0,742 0,801 0,830 0,885 0,435 
79,8 88 92 0,748 0,834 0,875 1,290 0,615 
82 89,2 Grenzplasmol. 0,782 0,859 —- 1,155 ae 

82,4 88,7 91,6 0,761 0,828 0,860 1,005 0,480 
63,8 68 70,5 0,726 0,784 0,817 0,820 0,495 


Mittelwerte: AG, _, = 1,031 Allgemeines Mittel: AG, _, = 0,768 
AG, _. = 0,506 


Versuch 95 3. Marz 1952 


C=0,30mol Ammoniumazetat + !/4,mol Phosphat, pH 6,52, T= 19°. 


Schnitt 7 Stunden gewissert. Eingelegt um 15" 30’. Um 15 50’ schwache Kon- 
kavplasmolyse. Um 16 der GroBteil der Zellen deplasmolysiert. Um 16" 2’ in 0,50mol 
Traubenzucker eingelegt. Am nachsten Tag um 92 30’ etwa 50% der Zellen plasmoly- 
siert, die anderen tot. 


Versuch 97 5. Marz 1952 


C=0,30mol Ammoniumazetat + !/4,mol Phosphat, pH 7,72, T = 21,5°. 


Schnitt 15 Stunden gewassert. Eingelegt um 105 20’. Um 10" 22’ Zellsaft blau ver- 
farbt. 1. Messung 11 10’ (alle 30 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 11) 40’ (Systro- 
phen), 3. Messung 12" 10’, 4. Messung 12 40’. 


Zelle h b lL, 


1 106 3: 61 

2 117 64,2 
3 58,5 
4d 57,1 
5 40,8 


G, G, 7 G, A Gi—2 A G23 A G34 
0,465 0,492 0,520 0,549 0,054 0,056 0,058 
0,452 0,467 0,488 0,515 0,050 0,042 0,054 
0,477 0,516 0,540 0,573 0,078 0,048 0,066 
0,474 0,515 0,553 0,578 0,082 0,076 0,050 
0,496 0,525 0,564 0,595 0,058 0,078 0,062 


Mittelwerte: AG, _, = 0,064 Allgemeines Mittel: AG, 4 = 0,061 
AG, _. = 0,060 


AGs_, = 0,058 
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Versuch 98 5. Marz 1952 


C=0,30mol Ammoniumazetat + 3/,,mol Phosphat, pH 8,24, 7 = 21,5°. 


Schnitt 16 Stunden gewassert. Eingelegt um 115 20’. Um 11" 20’ 20” Zellsaft blau 
verfirbt. 1. Messung 115 55’ (alle 30 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 125 25’, 3. Mes- 
sung 12 55’, 4. Messung 13 25’. 


ile OW OR ee hey ke A Oo, @ eR ee eee 


1 76 28 42 42,7 43,3 43,8 0,430 0,439 0,447 0,454 0,018 0,016 0,014 
2 110 28 53,7 54,4 55 55,5 0,403 0,410 0,415 0,420 0,014 0,010 0,010 
3 75 28 38 38,7 39 39,3 0,383 0,392 0,396 0,400 0,018 0,008 0,008 
4 86,5 28 42 43 44 44,6 0,378 0,389 0,401 0,408 0,022 0,024 0,014 
5 133 29 57 57,8 58,2 58,7 0,356 0,362 0,365 0,369 0,012 0,006 0,008 


Mittelwerte: AG, _, = 0,017 Allgemeines Mittel: AG, , = 0,614 
3 = 9,013 
= 0,011 


In Tab. 2 sind die in obigen Versuchen erhaltenen Mittelwerte von AG 
zusammengestellt. 


Tabelle 2 





pH 6,70 | 6.90 | 7,05 | 7,26 | 7,34 | 7,72 | 8,24 


AG (allg. . 
Mittel) 0,768 | 0,446 | 0,300 | 0,207 | 0,154 | 0,061 | 0,014 





Es ist deutlich zu erkennen, daB sich im pH-Bereich von 6,70 bis 8,24 
mit steigenden pH-Werten die mittlere Geschwindigkeit des Plasmolyse- 
riickganges verlangsamt. Dagegen wichst bei pH 6,52 die Salzkonzentration 
im Zellsaft schon so schnell, daB sich die osmotische Wirkung der AuBenlésung 
nur noch in Form einer schwachen Konkavplasmolyse geltend macht. Es 
war bei meinem Objekt daher nicht méglich, das von Collander, Tur- 
peinen und Fabritius (1931) bei pH 6,3 bis 6,5 beschriebene Maximum 
der Deplasmolysegeschwindigkeit durch Totalversuche nachzuweisen. 

Im pH-Bereich von 6,70 bis 8,24 konnte durch nachtragliche Plasmolyse in Trau- 
benzucker stets gezeigt werden, daB die Zellen waihrend der Versuche intakt geblieben 
waren. Bei pH 6,52 lieBen sich nur etwa 50% der Zellen in Traubenzucker nach- 
traiglich plasmolysieren, die anderen waren tot (Versuch 95); die Schadigung erfolgte 
entweder durch den bei pH 6,52 schon relativ hohen Gehalt der Ammoniumazetat- 
lésung an undissoziierter Essigsiure oder erst beim Einlegen in die Traubenzucker- 
l6sung, indem Ammoniak rascher exosmiert als Essigsiure und sich dadurch im Zell- 
saft eine gr6Bere Menge undissoziierter Essigsiure anhauft. Da’ wahrscheinlich letz- 
teres zutrifft, konnte durch Versuche gezeigt werden; iibertrigt man den Schnitt aus 
0,30 mol Ammoniumazetat (pH 6,52) zunachst in eine Zwischenlésung von 0,15 mol 
Ammoniumazetat + 0,25 mol Traubenzucker und erst nach 1 bis 2 Stunden in 0,50 mol 
Traubenzucker, so erweisen sich alle Zellen oder doch der GroBteil plasmolysierbar. 


Abb. 5 stellt den Verlauf der Deplasmolyse in 0,30 mol Ammonium- 
azetat fiir sechs verschiedene Werte der Wasserstoffionenkonzentration 
graphisch dar; die eingezeichneten Punkte entsprechen Mittelwerten aus 
mehreren Zellen. Bei allen pH-Werten nimmt die Geschwindigkeit der De- 
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plasmolyse von Intervall zu Intervall ab, jede Kurve wird mit zunehmender 
Versuchsdauer flacher. Andererseits wird die Geschwindigkeit der Deplas- 
molyse mit steigenden pH-Werten kleiner, die Deplasmolysezeit wird gré- 
Ber, die Kurven werden mit steigenden pH-Werten flacher. 

Da es von vornherein nicht ausgeschlossen erschien, daB die verwendeten 
Phosphatpuffer den Deplasmolyseverlauf in bestimmter Richtung beein- 
flussen, wurden auch mit Zitratpuffern einige Versuche durchgefihrt. 
Tab. 3 gibt die Zusammensetzung der bei den folgenden Versuchen ver- 


DH E70 (Vers. 94) ‘ 
(5 Zellen) pH E90 (Vers. 93) 
o(6 Zellen) DH 105 (Vers.63) 


keine mehbaren (5 Ze//en) 


Protoplastentormen 
WA Ny 


DH 734 (Vers. 91) 
°(8 Ze/len) 


DH 7,72 (Vers. 97) 
(5Ze/en) 


DH 62% (Vers. 96) 
(5 Ze/en) 
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Abb. 5. Verlauf der Deplasmolyse in 0,30 mol Ammoniumazetat bei verschiedenen 
Werten der Wasserstoffionenkonzentration. Abszisse: Zeit in Minuten vom Einlegen 
in die Lésung an. Ordinate: Plasmolysegrad. 


wendeten Lésungen an. Die Beniitzung von Zitratpuffern ist theoretisch 
nicht ganz unbedenklich, da die Permeation von Zitronensdure einen Ein- 
fluB auf die Versuchsergebnisse haben kénnte. 


Tabelle 3. 





H 
Teile 0,2 mol Tite hee | ee 
sek. Na-Phosphat | Zitronensiure 0,30 mol CH,COONH, 


. ff . 
reiner Puffer + 419 Puffer? 





13 6,38 | 6,81 
16 7,14 7,07 
18 ‘ 7,57 7,28 


i d.h.1 Teil Puffer auf 9 Teile Diosmotikum. 
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Versuch 118 14. Mai 1952 


C =0,30mol Ammoniumazetat + 1/,) Zitrat, pH 6,81, T = 20°. 

Schnitt etwa 20 Stunden gewiissert. Eingelegt um 12550’. 1. Messung 134 15’ 
(alle 15 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 13 30’, 3. Messung 135 45’. Um 135 48’ in 
0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Am nichsten Tag um 9" die Zellen plasmolysiert. 

Zelle h b 4 a 1, G, G, \G,_5 

80 63,8 Grenzplasmol. 0,648 0,788 0,560 
86 70,2 Grenzplasmol. 0,682 0,837 0,620 
77,5 65 dpl. 0,696 0,846 0,600 
87 : dpl. 0,700 0,862 0,648 
73,5 2 : dpl. 0,752 0,845 0,372 


Mittelwert: 


Versuch 126 28. Mai 1952 
C=0,30mol Ammoniumazetat + 1/,, Zitrat, pH 7,07, T = 20°. 
Schnitt etwa 14 Stunden gewassert. Eingelegt um 11». 1. Messung 11 35’ (alle 

15 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 115 47’, 3. Messung 11259’. Um 12210’ in 

0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Am nichsten Tag um 9" die Zellen plasmolysiert, 

meistens mit Systrophe. 

Zelle h b l, js L G, G; AG,_, AGy_3 

1 73 30 52 56,7 0,575 0,640 0,685 0,325 0,225 
p 64,5 29 46 51,2 0,563 0,643 0,720 0,400 0,385 
60 31 46 49,7 0,588 0,656 0,704 0,340 0,240 
91 30,5 63 68 y 0,580 0,635 0,679 0,275 0,220 
55 30 45,2 49,3 0,640 0,715 0,789 0,375 0,370 
66 31,5 49,2 54 0,586 0,659 0,731 0,365 0,360 


Mittelwerte: 4G,_, = 0,346 Allgemeines Mittel: 4G, _, = 0,323 
AG,_, = 0,300 


Versuch 127 30. Mai 1952 


C=0,30mol Ammoniumazetat + 4/,) Zitrat, pH 7,28, T = 19,5°. 

Schnitt etwa 14 Stunden gewassert. Eingelegt um 102 50’. Um 10 53’ Zellsaft 
blau verfirbt. 1. Messung 11 25’ (alle 15 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 11 40’, 
3. Messung 11) 55’, 4. Messung 122 10’. Um 125 15’ in 0,50 mol Traubenzucker einge- 

legt. Am niachsten Tag um 9 die Zellen plasmolysiert, meistens mit Systrophe. 
de hk ob Uk kh hh ae & Be eee 
1 112,5 30 74,8 80 85,2 70 0,575 0,622 0,668 0,711 0,188 0,184 0,172 
64 29 47,7 50 55,7 0,594 0,630 0,676 0,719 0,144 0,184 0,172 
50,2 28,5 41 43,6 50 0,628 0,680 0,748 0,807 0,208 0,272 0,236 
29 46,6 49,2 53,6 0,520 0,556 0,593 0,618 0,144 0,148 0,180 
27,5 54,5 57,8 62,5 0,552 0,593 0,628 0,650 0,164 0,140 0,088 
28,5 54 57,3 62 0,555 0,583 0,615 0,640 0,112 0,128 0,100 
27 53 57 63 0,550 0,612 0,644 0,675 0,248 0,128 0,124 


Mittelwerte: AG, , = Allgemeines Mittel: AG, _, = 0,192 
AG, 3 = 
AG 


s—4 — 
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Vergleicht man die Ergebnisse der mit Phosphatpuffern einerseits und 
Zitratpuffern andererseits durchgefiihrten Versuche miteinander (vgl. 
Tab. 4), so zeigt sich eine recht gute Ubereinstimmung; die Art der ver- 
wendeten Puffer diirfte daher den Deplasmolyseverlauf nicht beeinflussen. 


B. Rechnerische Auswertung der Totalversuche 


Der in der Einleitung erwahnte Ansatz von Collander geht von folgen- 
den Uberlegungen aus. Liegt der pH-Wert der verwendeten Ammonium- 
azetatlésung so weit im Alkalischen, da bedeutend mehr undissoziiertes 
Ammoniak als undissoziierte Essigsiure vorhanden ist, dann wird ersteres 
rasch bis zum Konzentrationsgleichgewicht in den Zellsaft permeieren. 
Dieser Vorgang wird wohl noch keine meBbare Deplasmolyse zur Folge 
haben. Der Verlauf der Deplasmolyse wird nun bestimmt durch die Ge- 
schwindigkeit, mit der die undissoziierte Essigsiure ebenfalls in den Zellsaft 
permeiert und mit dem dort bereits im Uberschu8 vorhandenen Ammoniak 
das osmotisch wirksame Ammoniumazetat bildet. Man darf fiir die ersten 
Phasen des Vorganges wohl ohne zu grofen Fehler einen so hohen, durch 
Nachdiffusion aufrechterhaltenen AmmoniakiiberschuB im Zellsaft an- 
nehmen, daB jedes eindringende Essigsiuremolekiil sofort in ein Azetation 
umgewandelt wird, das heiBt also, daB die Konzentration an undissoziierter 
Essigsiure im Zellsaft am Anfang des Permeationsvorganges praktisch 
gleich Null ist. Fiihrt man diese Annahme in die bekannte Formel zur Be- 
rechnung der Permeationskonstante 
P'cu,coon = C ae (12) 
CH,COOH CH,COOH 
ein, dann vereinfacht sich diese (weil coy coon = 9 gesetzt wird) auf den 
Ausdruck 


pr. _ Mcu,coon 
CH,COOH ~—_ C ¥ 


(13 a) 
CH,COOH 

Da nun, wie oben ausgefiihrt, die Permeation der Essigsiure der begren- 
zende Faktor des ganzen Vorganges ist, so ist die in einer bestimmten Zeit 
permeierte Menge Essigsaure gleich groB wie die in der gleichen Zeit im 
Zellsaft angehiufte Menge von Ammoniumazetat. Sie laBt sich also direkt 
aus der Verainderung des Plasmolysegrades der Zelle berechnen: Mcu,coon = 
= Cocn,coonn, - AG (Ccu,coonn, = Salzkonzentration in der AuBenlésung). 
Der gleichfalls in der Formel 13a vorkommende Wert Cou,coon 1iBt sich 
mit Hilfe des fiir den betreffenden pH-Wert berechneten Dissoziationsrestes 
der Essigsdure ermitteln: Cou,coon = Ccu,coonn, - PcH,coon- Setzt man diese 
Ausdriicke in die Gleichung 13a ein, dann nimmt sie die folgende Form an: 


Mcucoon _ Ccn,coonn,- 4G AG © 
Ccu,coon Ccu,coonn, + PCH,COOH °CH,COOH | 
Wie ersichtlich, laBt sich die Gleichung dann durch Kiirzung weitgehend 
vereinfachen. Mit Hilfe des zuletzt angefiihrten Ausdruckes wurden die 
folgenden Berechnungen durchgefiihrt. 

Aus den Versuchsprotokollen geht nun aber hervor, daB in allen Ver- 


, 
P CH,COOH = 


(13) 
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suchen mit zunehmender Versuchsdauer die Geschwindigkeit der Deplas- 
molyse abnimmt. Der Grund hiefiir ist aller Wahrscheinlichkeit nach darin 
zu suchen, da8 die zur Vereinfachung der Formel 12 fiihrende Annahme 
Ccu,coon = 0 in spateren Stadien des Versuchsablaufes nicht mehr gilt. Es 
wird, dem jeweiligen pH-Wert des Zellsaftes entsprechend, im Innern der 
Zelle eine bestimmte Konzentration an undissoziierter Essigsiure vorhanden 
sein, die das Diffusionsgefille derselben verkleinert. Die absolute GréBe 
dieser Innenkonzentration lieBe sich freilich nur dann berechnen, wenn der 
pH-Wert des Zellsaftes bekannt wire. Ich versuchte, indem ich einen még- 
lichen Wert fiir denselben annahm, den Vorgang exakter mathematisch zu 
fassen. Es ergaben sich so recht komplizierte Ausdriicke, aus denen mit 
einiger Deutlichkeit hervorging, daB die je Zeiteinheit permeierte Menge an 


Tabelle 4 





AG P’cH,COOH 
Puffer PH | Mittel- Extrem- PCH.COOH | wittel- | Extrem- 
| wert | werte wert werte 





Phosphat | 6,70 | 0,732 


| 1,031 — 0,490 Ban 








0,543 | 0,875— 0,367 | | 65 








.,| 0,485 | 0,826— 0,260 71 


Phosphat | 7,05 | 0,348 | 0,463 — 0,226 





| 0,271 | 0,346— 0,182 | 





0,313 — 0,134 





Zitrat | 0,280— 0,106 | 0,0028 





Phosphat | 7,34 


0,167 0,226— 0,081 ; 0,0025 





Phosphat 


| 7,72 | 0,062 0,068 — 0,050 | 0,0013 





Phosphat | 0,018 | 0,020— 0,010 | 0,0003 47 


undissoziierter Essigsdure einerseits und das Diffusionsgefalle der undis- 
soziierten Essigsiure andererseits in einem annahernd gleichen Verhiltnis 
absinken. Indessen ergab sich aus diesen Bemiihungen kein wesentlicher 
Fortschritt in der Berechnung des Permeationsvorganges. Daher wurde 
im folgenden mit der vereinfachten Formel 13 gearbeitet, wobei stets die 
ersten brauchbaren AG-Werte jedes Versuches herangezogen wurden, da- 


mit die Giiltigkeit der Annahme ccy,coon = 0 méglichst wahrscheinlich 
erschien. 


In Tab. 4 wurden zur Berechnung der Permeationskonstante der Essig- 
siure Mittelwerte der aus den ersten brauchbaren MeBintervallen erhal- 
tenen AG-Werte verwendet und auBerdem von den letzteren die jeweils 
gréBten und kleinsten. Im pH-Bereich von 6,70 bis 8,24 fallen die Mittel- 
werte von AG im Verhiltnis 40,7: 1, die Werte fiir den Dissoziationsrest der 
KEssigsfure (pcu,coon) im Verhialtnis 36,7:1, wahrend die berechneten 

Protoplasma, Band XLVI/i—4 32 
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P’-Werte fiir alle pH-Werte annahernd gleich groB sind. Die durch die Ver- 
suche im pH-Bereich von 6,70 bis 8,24 nachgewiesene Verlangsamung der 
mittleren Geschwindigkeit des Plasmolyseriickganges, also die Abnahme 
der allgemeinen Mittelwerte von AG mit steigenden pH-Werten, ist somit 
zuriickfiihrbar auf die Abnahme des Gefialles der undissoziierten Essigsiure 
zwischen AuSenlésung und Zellsaft mit steigenden pH-Werten. 

Sieht man von sehr extremen Werten ab, so ergibt sich aus den Totalver- 
suchen fiir die Permeationskonstante der undissoziierten Essigsiure ein Wert 
von etwa 40 bis 80. 

C. Partialversuche 

Da es nicht méglich war, das von Collander, Turpeinen und Fabri- 
tius (1931) bei pH 6,3 bis 6,5 beschriebene Maximum der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit mit Hilfe von Totalversuchen (C = 0,30 mol Ammonium- 
azetat) nachzuweisen, wurden Versuche mit kombinierten Losungen durch- 
gefiihrt, die neben einer geringeren Menge Ammoniumazetat (0,20 mol) 
noch 0,25 mol Traubenzucker enthielten. Es ergeben sich dabei fol- 
gende Vorteile: 

1. Da die Ammoniumazetatkonzentration geringer ist, ist auch ihr Gehalt 
an undissoziierter Essigsaure kleiner und damit die Gefahr einer Schidigung 
geringer. 

2. Da die Gesamtkonzentration gentigend groB ist, kommt es zur Plas- 
molyse. 

3. Da die Ammoniumazetatkonzentration geringer ist, waichst die Salz- 
konzentration im Zellsaft weniger rasch an, die Plasmolyse geht langsamer 
zuriick. (Durch Totalversuche konnte das Maximum der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit infolge zu rascher Deplasmolyse plasmometrisch nicht 
nachgewiesen werden.) 

4. Da der Zuckergehalt der Loésung den osmotischen Wert der Zellen 
(O = 0,22 bis 0,26 mol Traubenzucker) nicht iibersteigt, geht die Plasmo- 
lyse vollkommen zuriick. 


Tab. 5 gibt die Zusammensetzung der Lésungen an, mit denen Versuche 
durchgefiihrt wurden. 

Ich méchte bei dieser Gelegenheit an Hand eines Beispiels auf die Herstellung der 
kombinierten Lésungen hinweisen. Es sind z. B. aus den Stammldésungen 1,0 mol 
Ammoniumazetat, 1,0 mol Traubenzucker und '/,; mol Phosphat 20 cm? der kombi- 
nierten Lésung 0,20 mol Ammoniumazetat + 0,25 mol Traubenzucker + 14/.) mol 
Phosphat herzustellen. Es ist leicht emzusehen, daB sich die bendtigten Mengen m der 
Stammlésungen zur Gesamtmenge M der kombinierten Lésung ebenso verhalten wie 
die Partialkonzentrationen k zu den Konzentrationen K der Stammlésungen; daraus 


ergibt sich die Beziehung m = M . -. Im obigen Beispiel sind daher zu mischen: 


- = 4cem? 1,0 mol Ammoniumazetat, 20 . Lo = 5 cm? 1,0 mol Traubenzucker 


1 
cles = 5cm* !/,, mol Phosphat und mit destilliertem Wasser aufzufiillen auf 
15 
Von den bei einem bestimmten pH-Wert durchgefiihrten Versuchen 
bringe ich wieder jeweils einen einzigen. Die Reihenfolge der Versuche ent- 
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spricht fallenden pH-Werten. Die beiden ersten Versuche stelle ich aus- 
fiihrlich dar, bei den folgenden begniige ich mich mit der Angabe der Mittel- 
werte von AG. 

Tabelle 5 





on pret ; pH 
Teile Teile Teile 0,20 mol Ammoniumazetat 
nl HCl 1/,,mol KH,PO, | */,;mol Na,PO, + 0,25 mol Traubenzucker 
+ 1/g,mol Puffer 





5 6,00 
ie On ae oe 6,25 
6,36 
6,48 
6,78 
7,10 
738 


Versuch 108 12. Marz 1952 


0,20mol Ammoniumazetat + 0,25mol Traubenzucker + 1/,,mol Phos- 
phat, pH 7,10, T = 20,5°. 

Schnitt 5 Stunden gewissert. Eingelegt um 14 24’. Um 14» 30’ Zellsaft blau ver- 
farbt. 1. Messung 15 25’ (alle 30 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 15» 45’, 3. Messung 
164 15’. Um 16" 34’ in 0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Am nachsten Tag um 14) 35’ 
plasmolysiert, meistens Systrophen. 


Zelle h l, 1, G, G, G, A Gi_2 A Go_3 
1 83 62,5 68 0,570 0,611 0,678 0,123 0,134 
81 7 2 65,1 67 0,614 0,651 0,675 0,111 0,048 

57,5 2 y 45 48,9 0,561 0,614 0,681 0,159 0,134 

69 : 2 51 56,7 0,520 0,575 0,657 0,165 0,164 


Mittelwerte: | 9 = 9,139 Allgemeines Mittel: AG,_, = 0,129 
e = 0,120 


Versuch 85 21. Februar 1952 


0,20mol Ammoniumazetat + 0,25mol Traubenzucker (ohne Phosphat), 
pH 6,88, T = 19°. 

Schnitt 5 Stunden gewassert. Eingelegt um 145 15’. 1. Messung 14" 36’ (alle 15 Se- 
kunden eine Zelle), 2. Messung 14 51’, 3. Messung 155 6’, 4. Messung 15" 21’, 5. Mes- 
sung 15» 36’, 6. Messung 155 51’, 7. Messung 165 6’. Um 16" 10’ in 0,50 mol Trauben- 
zucker eingelegt. Am nichsten Tag um 9® plasmolysiert, Systrophen. 

Zelle h b ‘ ls ls l, ls l, l, 
1 82 31 50 53,8 58,8 63,8 67,2 70 
74 30 47,1 52 58,1 61,2 63 64,8 
56 59,2 62,9 65,8 67,2 69 
80 52 55 59 61,8 62,8 66,4 
74 50 53,9 59,1 63 67,2 70,3 
85 55 66,5 72 73,3 84,8 
50 54 61,1 63,2 65,7 69,8 dpl. 
58 51,9 54,6 57,1 Grenzplasmol. dpl. 


32* 





500 


Zelle G, G 7 5 AG, , AG, ,AG,_,AG, ;AG, ¢ 
0,484 0,530 2 : 0,184 0,244 0,244 0,164 0,140 
0,501 0,567 0,264 0,332 0,164 0,100 0,096 
0,532 0,568 0,144 0,172 0,136 0,064 0,080 
0,516 0,553 0,148 0,204 0,140 0,048 0,180 
0,536 0,589 0,811 0,212 0,280 0,212 0,228 0,168 
0,511 0,521 ; 0,872 0,040 0,540 0,260 0,060 0,544 
0,544 0,598 0, 0,814 0,206 0,388 0,116 0,136 0,264 
0,670 0,740 — 0,280 0,184 0,176 — — 


Mittelwerte: = Allgemeines Mittel: AG, , = 0,197 


_ 


cor oP W DO 


Wenn man die Zelle 6, die sich sehr abweichend verhalt, nicht zur Berechnung der 
Mittelwerte heranzieht, so erhalt man folgende Ergebnisse: 


Mittelwerte: 4G,_, = 0,205 Allgemeines Mittel: 1G, 
AG,_, = 0,258 
AG,_, = 0,170 
AG,_, = 0,123 
AG, _,. = 0,155 


5—6 


Versuch 106 12. Marz 1952 


= 0,182 


0,20 mol Ammoniumazetat + 0,25 mol Traubenzucker + 4/4 mol 
Phosphat, pH 6,78, T = 20°. 

Schnitt 13,5 Stunden gewassert. Eingelegt um 1326’. 1. Messung 132 32’ (alle 
30 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 13 47’, 3. Messung 145 2’, 4, Messung 145 17’. 
Um 14» 35’ in 0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Am niachsten Tag um 145 30’ plas- 
molysiert, Systrophen. 


Mittelwerte (sechs Zellen): 4G,_, = 0,427 Allgemeines Mittel: 4G, _, = 0,307 
AG,_3 = 0,291 
AG, _ 4, = 0,202 

Versuch 105 12. Marz 1952 


0,20 mol Ammoniumazetat + 0,25mol Traubenzucker + 1/,, mol 
Phosphat, pH 6,48, T = 20°. 
Schnitt 3,5 Stunden gewissert. Eingelegt um 13 5’. 1. Messung 13 40’ (alle 30 Se- 
kunden eine Zelle), 2. Messung 135 55’, 3. Messung 14 10’. Um 14" 30’ in 0,50 mol 
Traubenzucker eingelegt. Am nichsten Tag um 14) 30’ plasmolysiert, Systrophen. 


Mittelwerte (fiinf Zellen): 4G, _, = 0,368 Allgemeines Mittel: 4G, _, = 0,375 
AG,_, = 0,382 


Versuch 111 16. April 1952 


0,20mol Ammoniumazetat + 0,25mol Traubenzucker + !/,5 mol Phos- 
phat, pH 6,36, T = 20,5°. 

Schnitt 5 Stunden gewassert. Eingelegt um 14) 23’. 1. Messung 142 50’ (alle 
30 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 14 56’, 3. Messung 15 2’, 4. Messung 15 10’, 
5. Messung 15 18’. Um 15" 35’ die beobachtete Zellreihe deplasmolysiert. Um 152 38’ 
in 0,50 mol Traubenzucker eingelegt. Am niachsten Tag um 14! 35’ plasmolysiert, 
Systrophen. 
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= 0,429 


1—5 


Mittelwerte (fiinf Zellen): 4 G,_, = 0,520 Allgemeines Mittel: A G 
, 0,490 
= 0,393 
= 0,313 


Versuch 103 10. Marz 1952 


0,20mol Ammoniumazetat + 0,25mol Traubenzucker + 14/., mol Phos- 
phat, pH 6,25, T = 19,5°. 

Schnitt 5,5 Stunden gewassert. Eingelegt um 15 2’. 1. Messung 15® 37’ (alle 
15 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 15) 47’ 3. Messung 152 57’, 4. Messung 162 7’, 
5. Messung 165 19’, 6. Messung 16 27’, 7. Messung 16 39’. Um 17! 15’ in 0,50 mol 
Traubenzucker eingelegt. Am nachsten Tag um 14) plasmolysiert, Systrophen. 
Mittelwerte (acht Zellen): 4G, _, = 0,274 Allgemeines Mittel: 4G, _, = 0,208 

4 G,_, = 0,224 
7 = 0,199 
0,200 

0,167 

= 0,185 


Versuch 109 17. Marz 1952 


0,20mol Ammoniumazetat + 0,25mol Traubenzucker + !/,,mol Phos- 
phat, pH 6,00, T = 20,5°. 
Schnitt etwa 6 Stunden gewissert. Eingelegt um 155 30’. 1. Messung 16® 20’ (alle 
30 Sekunden eine Zelle), 2. Messung 16" 40’, 3. Messung 175. Um 17" 10’ in 0,50 mol 
Traubenzucker eingelegt. Am nichsten Tag um 14 plasmolysiert, Systrophen. 
Mittelwerte (fiinf Zellen): A G,_, = 0,133 Allgemeines Mittel: AG, _, = 0,127 
AG,_, = 0,121 


In Tab. 6 sind die in obigen Versuchen erhaltenen allgemeinen Mittel- 
werte von AG zusammengestellt. 


Tabelle 6. 





| 


6,00 | 6,25 | 6,36 | 6,48 | 6,78 6,88 | 7,10 


i 





0,127 | 0,208 | 0,429 | 0,375 | 0,307 | 0,197 | 0,129 


Es zeigt sich, daB im pH-Bereich von 6,36 bis 7,10 die AG-Werte mit 
steigenden pH-Werten kleiner werden; diese GesetzmaBigkeit entspricht 
zweifellos der mit Hilfe von Totalversuchen bereits festgestellten (Tab. 2). 
GroBenmaBig stimmen die in Total- und Partialversuchen bei entsprechen- 
den pH-Werten erhaltenen Werte von AG natiirlich nicht tiberein. Bei 
pH 6,36 ergibt sich ein Maximum; geht man weiter in den sauren Bereich, 
so werden die AG-Werte wieder kleiner. Das tatsaichliche Maximum der 
Deplasmolysegeschwindigkeit wird freilich nicht bei dem zufallig fiir den 
Versuch gewahlten Wert von pH 6,36 liegen, sicher aber im Intervall von 
pH 6,25 bis 6,48. Zu einem ganz ahnlichen Ergebnis (pH 6,3 bis 6,5) kamen 
auch Collander, Turpeinen und Fabritius (1931). 

Bei allen Partialversuchen konnte durch nachtriagliche Plasmolyse in Traubenzucker 
gezeigt werden, daB die Zellen wahrend der Versuche nicht geschidigt worden waren. 
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D. Rechnerische Auswertung der Partialversuche 


Die rechnerische Auswertung der Partialversuche kann nach verschie- 
denen Richtungen hin erfolgen. Erstens kann aus der Lage des Maximums 
der Deplasmolysegeschwindigkeit auf das Verhialtnis der Permeations- 
konstanten der undissoziierten Essigsiure und des undissoziierten Am- 
moniaks geschlossen werden und, da die erstere von den Totalversuchen 
her schon bekannt ist, daraus die Permeationskonstante des Ammoniaks 
berechnet werden. ,,Rechts vom Maximum“, d. h. bei pH-Werten, die gré- 
Ber sind als jene, bei denen die Plasmolyse am schnellsten zuriickgeht, 
permeiert die Essigsiure in geringerer Menge und ist daher fiir den Deplas- 
molyseverlauf verantwortlich. Daher kann zweitens aus den rechts vom 
Maximum durchgefiihrten Partialversuchen die Permeabilitét der Essig- 
siure bestimmt werden. Ebenso kann drittens aus den Ergebnissen jener 
Versuche, die links vom Maximum durchgefiihrt wurden, auf die Permea- 
bilitat des Ammoniaks geschlossen werden. 

Ich verfolge zunachst den ersten der aufgezeigten Wege weiter. Aus den 
Versuchen ergab sich, daB die Deplasmolyse im Intervall von pH 6,25 bis 
6,48 am schnellsten zuriickgeht; in diesem Intervall gilt daher gemaB 
Formel 7 (Pyu, . Cxu, = Pcu,coon - Ccu,coon) 

P’xu, = P’cu,coon - ag = P'cu,coon - oo, (14) 

‘NH; PNH; 

Bei pH 6,25 ist der Dissoziationsrest der Essigsiure 0,0295 und der des 
Ammoniaks 0,00096, das Verhaltnis der beiden daher 31:1. Bei pH 6,48 
ist der Dissoziationsrest der Essigsiure 0,0176 und der des Ammoniaks 
0,00162, das Verhaltnis der beiden daher 11:1. Daraus folgt, daB die Per- 
meationskonstante des Ammoniaks 11- bis 31mal gréBer als die der Essig- 
siure ist. Da von den Totalversuchen her die Permeationskonstante der 
Essigsaiure bereits mit 40 bis 80 bekannt ist, so ergibt sich 11 x 40 = 440 
bis 31 x 80 = 2480 oder in abgerundeten Zahlen 400 bis 2500 fiir die Per- 
meationskonstante des Ammoniaks. 

Die Berechnung der P’-Werte auf Grund der zweiten und dritten der 
oben aufgezeigten Moéglichkeiten kann nach den gleichen Gesichtspunkten 
wie bei den Totalversuchen erfolgen. Rechts vom Maximum wird freies 
Ammoniak im Zellsaft im Uberschu8 vorhanden sein, wihrend die Menge 
der undissoziierten Essigsiure im Zellsaft so klein sein wird, daB sie in erster 
Annaherung vernachlissigt werden kann. Umgekehrt wird links vom 
Maximum freie Essigsiure im Uberschu8 im Zellsaft vorhanden sein, die 
Menge an undissoziiertem Ammoniak wird dagegen vernachlassigt werden 
kénnen. In der von Hofmeister (1935) fiir die rechnerische Behandlung 
von Partialversuchen abgeleiteten Formel 


M  (C+D).AG 
D—c D—c' ; 
in der P’y die aus einem Partialversuch erhaltene Permeationskonstante, 


M die pro Stunde aufgenommene Menge der permeierenden Substanz, 
C die Konzentration des nicht eindringenden Plasmolytikums, D die Kon- 


P’, = (15) 
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zentration der permeierenden Substanz in der AuBenlésung und c’ die Par- 
tialkonzentration der permeierenden Substanz im Zellsaft bedeuten, kann 
daher c’ gegeniiber D vernachlassigt werden. Eine gewisse Schwierigkeit 
ergibt sich bei der Auswertung der Partialversuche dadurch, da8 sich in 
den kombinierten Lésungen Substanzen befinden, nimlich Traubenzucker 
und Ammoniumazetat, die osmotisch verschieden stark wirksam sind. Es 
darf daher in die Formel 15 fiir C nicht der tatsichliche Wert der Trauben- 
zuckerkonzentration eingesetzt werden, sondern der Wert einer isotonischen 
Ammoniumazetatlésung; diesen erhilt man, indem man den Wert der 
Traubenzuckerkonzentration durch den isotonischen Koeffizienten i des 
Ammoniumazetats dividiert. Die Formel 15 nimmt dadurch, auf meine 
speziellen Verhaltnisse angewandt, folgende Gestalt an: 
Rechts vom Maximum: 
(= + Cus) nies C. AG 
es e, Aaaice: Sea ( Cavoker ) , SS eens 
— Csaiz * Psaure Csaiz + Ualz Psiure 
Links vom Maximum: 
(“pe 4 Cue} AG 


Ve 


C. 


Zuck AG 
F Sie = 2 aa = (at + ) as (16 b) 
P Base 


Salz * PBase 


C 


Der isotonische Koeffizient des Ammoniumazetats ist aus der Literatur 
nicht bekannt, man wird aber mit der Annahme nicht weit fehlgehen, daB 
er ungefahr so gro ist wie der des Kaliumnitrats; diese Annahme machten 
iibrigens auch Collander, Turpeinen und Fabritius (1931). Um mich 
von der Richtigkeit dieser Annahme zu iiberzeugen, fiihrte ich selbst einige 
diesbeziigliche grenzplasmolytische Versuche durch; ich bringe hier die Er- 
gebnisse von drei Versuchen, die mit Rhoeo discolor durchgefihrt wurden, 
und zwar mit den Epidermiszellen der Blattunterseite, die oberhalb der 
Mittelrippe gelegen sind. Die Schnitte wurden etwa 4 Stunden lang ge- 
wissert und in Abstanden von 2 Minuten in die Lésungen eingelegt. Die 
Beobachtung des Plasmolyseverhaltens erfolgte nach Ablauf der ange- 
gebenen Zeiten ebenfalls in Abstanden von 2 Minuten. 

Traubenzucker : 

Konzentration in mol > 0,26 2 0,30 0,32 
Nach 70 Minuten . 
Nach 120 Minuten 


= nicht plasmolysiert. 


Cuan - 4 


Salz Salz 


etwa 50% der Zellen weisen Grenzplasmolyse auf, der Rest unplasmolysiert. 
- = plasmolysiert. 
Ammoniumazetat : 
Konzentration in mol 4 0,20 
Nach 20 Minuten 
Nach 45 Minuten 
Nach 90 Minuten 


Erhohung der Grenzkonzentration mit wachsender Versuchsdauer infolge ,,Permea- 
tion’ von Ammoniumazetat. 
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Kaliumnitrat : 
Konzentration in mol 0,16 0,18 0,20 0,28 
Nach 20 Minuten a Bes 
Nach 45 Minuten 
Nach 90 Minuten 
Nach 20 Minuten noch kein osmotisches Gleichgewicht. Nach 90 Minuten macht sich 
bereits die Permeation von Kaliumnitrat bemerkbar. 


Es ergibt sich daraus, daB ungefahr 0,32 mol Traubenzucker und 0,20 mol 
Kaliumnitrat isotonisch sind ; ixno, ware demnach, bezogen auf t¢7;aubenzucker = 
= 1, gleich 1,60. Ein ahnlicher Wert ergibt sich auch beim Ammonium- 
azetat, da man annehmen kann, da sich schon in den ersten 20 Minuten 
der Versuchszeit eine gewisse Menge im Zellsaft angehiuft hat. Da die auf 
Grund obiger Versuche bestimmten Werte keinen Anspruch auf groBe Ge- 
nauigkeit erheben, verwendete ich fiir meine Berechnungen den von Fit- 
ting (1917) fiir xno, angegebenen Wert von 1,69 als isotonischen Koeffi- 
zienten fiir Ammoniumazetat. Setzt man die bei allen Partialversuchen 
verwendeten Konzentrationswerte Czucer = 0,25 mol und Cg), = 0,20 mol 
in die Formeln 16a und 16b ein, so erhalt man folgende Beziehungen: 


AG 
Rechts vom Maximum: P’cy,coon = 1,74 . ——— (17a) 
PCH,COOH 
AG 
” PNK, 
Die Dissoziationsreste wurden nach den Formeln 3 und 4 berechnet. 


Links vom Maximum: P’xy, = 1,74 (17 b) 


Tabelle 7 





7) oe... eae es ee 
pH ‘Mitte-;  . PCH,COOH | PNH; | Mittel-| Extrem-  Mittel-| 
wert Extremwerte 


Extrem- _ 
wert werte wert | werte 





6,00 | 0,127| 0,121—0,133 | 0,0513 | 0,00054 | 390—428 
6,25 0,218) 0,148—0,283 | 0,0295 | 0,00098 —_ | 894 | 268—513 
6,36 | 0,468 0,313—0,586 | 0,0230  0,00123 | 

6,48 | 0,375 0,256—0,382 | 0,0176 | 0,00162. 

6.78 | 0,289 0,2020,427 | 0,0089 | 0,00323 

6,88 | 0,243 0,114—0,323 | 0,0073 | 0,00406 

7,10| 0,129 0,120—0,139 | 0,0043 | 0,00672 








In Tab. 7 sind die Ergebnisse der mit Hilfe obiger Formeln ausgewerteten 
Partialversuche zusammengestellt. Zur Berechnung wurden hier die all- 
gemeinen Mittelwerte und aus den einzelnen Intervallen die jeweils groBten 
und kleinsten Werte herangezogen. Auf Grund der Partialversuche liegt 
das Maximum der Deplasmolysegeschwindigkeit zwischen pH 6,25 und 
6,48. Bei der rechnerischen Auswertung der Versuche wurde angenommen, 
daB es zwischen pH 6,25 und 6,36 liegt ; den Nachweis dafiir liefern die Ver- 
suche des nachsten Abschnittes. — Vergleicht man obige Ergebnisse, soweit 
sie sich auf die Permeabilitét der Essigsiure beziehen, mit den aus den 
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Totalversuchen erhaltenen Werten (P’cu,coon = 40 bis 80), so ergibt sich 
eine recht gute Ubereinstimmung, nur die bei pH 6,36 und 6,48 erhaltenen 
Werte sind relativ etwas zu klein. Dies diirfte so zu erklaren sein, daB bei 
diesen pH-Werten im Zellsaft kein geniigend groBer Baseniiberschu8 mehr 
besteht, was zur Folge hat, daB die Vernachlissigung der Menge der un- 
dissoziierten Essigsiure im Zellsaft bereits einen merkbaren Fehler bei den 
Permeationskonstanten bedingt. Vergleicht man die Werte der Ammoniak- 
permeabilitaét, die sich aus bei pH 6,00 und 6,25 durchgefiihrten Versuchen 
ergaben, mit den auf andere Art bestimmten Werten (P’yy, = 400 bis 
2500), so sind auch diese Werte relativ klein. Als Erklarung dafiir kann die- 
selbe herangezogen werden wie bei der Essigsiure, da die Versuche auch hier 
in unmittelbarer Nahe 
des Maximums durchge- 
fiihrt wurden; der Unter- 
schied ist nur der, daB 
jetzt der SaureiiberschuB 
im Zellsaft zu gering ist, 
daher die Vernachlassi- 
gung der Menge des un- 
dissoziierten Ammoniaks 
im Zellsaft zu zu kleinen 
Werten fiihrt. In Tab. 7 
sind also die groBen Werte 
fiir die Permeationskon- 
stanten die wahrschein- 
licheren. 








Aus den Formeln 17a 50 G7 4? GF Gi G5 66 57 6a 63 7077 7 DA 
und 17b ist zu ersehen, 
daB die Permeationskon- Abb. 6. Kurven zur Veranschaulichung der Geschwin- 
. digkeit der Deplasmolyse in Ammoniumazetatlésungen 
ctemson den Qaotienten bei <oniiidumal pH-Werten. Abszisse: pH-Wert tn 
ue proportional sind. Lésung. Ordinate: Produkt aus Permeationskonstante 
P’ und Dissoziationsrest p. Fiir Essigsiure wurde 
Umgekehrt laBt sich da- P’ = 60 und fiir Ammoniak P’ = 1200 gesetzt. 
her auch sagen, daB AG 7 
dem Produkt P’ . p proportional ist. In Abb. 6 sind die Produkte P’ . ¢ in 
Abhangigkeit vom pH-Wert der AuSenlésung graphisch dargestellt, und 
zwar fiir P'oy coon = 60 und P’yq, = 1200. (Man vergleiche Abb. 3!) 
Die fiir die Deplasmolysegeschwindigkeit verantwortlichen Teile der Kurven 
sind voll ausgezogen. Diesen berechneten Werten sind in Abb. 7 die aus den 
Partialversuchen durch Messung erhaltenen AG-Werte gegeniibergestellt. 


E. Versuche auf Grund eines gekiirzten Verfahrens 


Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt, daB aus der Lage des Maximums 
der Deplasmolysegeschwindigkeit auf einfache Weise auf das Verhiltnis 
der Permeationskonstanten der beteiligten Saiure und Base geschlossen 
werden kann. Da die Absicht bestand, das Permeiervermégen einiger 
Amine aus Versuchen mit ihren essigsauren Salzen zu bestimmen, und da 
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ferner die Permeationskonstante der Essigsiure aus obigen Versuchen be- 

reits bekannt war, so erschien es angezeigt, ein Verfahren zu finden, das 

gestattet, méglichst rasch und auf einfache Weise das Maximum der De- 
plasmolysegeschwindigkeit fiir verschiedene Salze festzustellen. 

Collander, Turpeinen und Fabritius (1931) fiihrten einen Vergleich 

der Deplasmolysezeiten bei verschiedenen pH-Werten durch. Ein solches 

Vorgehen erwies sich fiir mein Objekt wenig vorteilhaft, da die Deplas- 

molysezeit bei einem Grundgewebe (T7'radescantia) viel weniger exakt er- 

faBbar ist als bei einer Epidermis (Rhoeo). Ferner hat, wie die Verfasser 

selbst bemerken, diese Methode den Nachteil, daB dabei die Permeation 

wihrend eines lingeren Zeitabschnittes zur Beobachtung kommt, wihrend 

eigentlich die Anfangsgeschwindigkeit der Permeation ermittelt werden 

sollte, da ja der SchluB 

46 von der Lage des Maxi- 

06 mums der Deplasmolyse- 

geschwindigkeit auf das 

25 Verhaltnis der Permeati- 

onskonstanten von Saure 

und Base nur méglich ist, 

solange die Mengen an 

undissoziierter Siure und 

Base im Zellsaft vernach- 

lassigt werden k6nnen. 

Das von mir verwen- 

dete Verfahren geht von 

7, a7 rE; Ey 3 rT; a ra Fi) iD, 70 7 F; py Cdr Uberlegung aus, daB 

im pH-Bereich, in dem die 

Plasmolyse am _ schnell- 








Abb. 7. Geschwindigkeit der Deplasmolyse in Ammo- 
niumazetatlésungen (kombiniert mit Traubenzucker) rn zuriickgeht, athe 
bei verschiedenen pH-Werten. Abszisse: pH-Wert der die AG-Wert 
Lésung. Ordinate: Anderung des Plasmolysegrades — ct saatviod acetal 
pro Stunde. dern auch die Plasmolyse- 


grade zahlenmaBig am 
groBten sein werden. Ich fiihrte die Versuche so durch, da8 ich Schnitte 
in eine Reihe von Lésungen mit verschiedenen pH-Werten einlegte und 
nach bestimmten Zeiten die Plasmolysegrade bei mehreren Zellen maf. 
Der Vorteil dieses Verfahrens besteht darin, daB durch die Messung der 
Plasmolysegrade in Lésungen mit verschiedenen pH-Werten auch schon 
die Lage des Maximums der Deplasmolysegeschwindigkeit ohne weitere 
Rechnung bestimmt ist. Ferner sind hier die Versuchsbedingungen beziig- 
lich Material, Temperatur usw. viel konstanter als bei den ausfiihrlichen Ver- 
suchen, die sich naturgemaB iiber eine langere Zeitspanne erstrecken miissen. 
Ein weiterer Vorteil besteht darin, da8 beim gekiirzten Verfahren durch 
wiederholte Bestimmung der Plasmolysegrade (nach verschiedenen Zeiten) 
untersucht werden kann, ob die Lage des Maximums konstant ist oder sich 
vielleicht mit zunehmender Versuchsdauer verschiebt, was durchaus denkbar 
ware. Ein Nachteil des gekiirzten Verfahrens konnte darin gesehen werden, 
daB nicht mehr der Deplasmolyseverlauf einzelner Zellen bestimmt wird. 
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Ich bringe zunachst einen Versuch, bei dem Phosphatpuffer verwendet 
wurden. Fiir den ersten Schnitt gebe ich die MeBergebnisse und ihre Aus- 
wertung wieder, fiir die folgenden nur die Mittelwerte der Plasmolyse- 
grade G der fiinf jeweils gemessenen Zellen in Form einer Tabelle. 


Versuch 130 24. Oktober 1952 
0,20molAmmoniumazetat+0,25mol Traubenzucker+?/,,molPhosphat. 
Die Zusammensetzung der Puffer ist die gleiche wie bei den Partialversuchen 

(Tab. 5). 

Schnitte mehrere Stunden gewissert. 
Schnitt 1 um 14 30’ in Lésung pH 6,00 eingelegt, 7 = 20°. 
14 50’: Protoplasten noch nicht gerundet. 
155 10’: 154 30’: 
96 100 118 62,5 7 105 114 
34 32 29 2 25 31,5 35 
51 51 64,5 43,2 60,5 62 
0,427 0,414 0,403 0,463 G 0,480 0,454 0,476 0,441 
Mittelwert: G = 0,428 Mittelwert: G = 0,462 
154 50’: 165 10’: 
69 62,5 62,5 66 h 88 74 68,5 89 
28,5 27 25 23 23,5 32 32 32,5 33 33 
45 41,5 40,2 43 47,1 57,7. Si 50,1 58 53,6 
0,515 0,520 0,510 0,535 0,504 G 0,535 0,545 0,574 0,528 0,540 
Mittelwert: G = 0,517 Mittelwert: G = 0,544 


Nach Beendigung der Versuche wurden die Schnitte in 0,50 mol Traubenzucker ein- 
gelegt. Am nachsten Tag waren die Zellen aller Schnitte plasmolysiert, die Mehrzahl 
zeigte Systrophe. 


Zusammenstellung der Mittelwerte der Plasmolysegrade: 
6,25 6,36 6,48 6,88 
Nach 20 Minuten... . - — — — 0,421 
Nach 40 Minuten .... 0,428 0,608 0,582 0,509 0,449 
Nach 60 Minuten... . 0,462 0,624 0,606 0,545 0,535 
Nach 80 Minuten .... 0,517 0,669 0,627 0,561 0,544 
Nach 100 Minuten ... 0,544 0,792 0,660 0,581 — 


Der rascheste Plasmolyseriickgang erfolgt im Intervall von pH 6,00 
bis 6,36. 
Bei einem nach dem gleichen Verfahren, aber unter Verwendung von 


Zitratpuffern durchgefiihrten Versuch ergaben sich folgende Mittelwerte 
der Plasmolysegrade: 


2 6,44 6,62 7,00 7,25 
20 Minuten... . - - 0,518 0,503 0,407 0,358 
40 Minuten... . i 0,657 0,599 0,592 0,510 0,465 
60 Minuten... . i 0,767 0,665 0,646 0,526 0,546 
0,590 0,584 
ron pH 6,07 bis 
6,44 statt. 
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Die Ergebnisse der beiden hier mitgeteilten Versuche sind in den Abb. 8 
und 9 dargestellt. Aus der Gegeniiberstellung der beiden Versuche ergibt 


nach 100’ 
hath 80° 


nach 60° 


hath 40° 





hath 20° 
l 
74 DH 


Abb. 8. Deplasmolyse in 0,20mol Ammoniumazetat + 0,25 mol Traubenzucker 
+ 1/g9 mol Phosphat bei verschiedenen pH-Werten (Versuch 130). Abszisse: pH-Wert 
der Lésung. Ordinate: Plasmolysegrad. 


i ! ! ) i i } ] | ! i ! 
60 67 62 63 64 65 66 67 68 69 70 21 722 73 





sich, daB auch beim gekiirzten Verfahren die Art der verwendeten Puffer 
auf die Ergebnisse keinen Einflu8 hat. Sehr deutlich ist zu erkennen, daf 


eq) 196/) 80’ 
nach 60' 


6 
G8 


rath 40° 





nach 20’ 
eet SE a a ee ae es ane 
60 61 62 GF 64% 65 66 67 68 69 70 77 72 73 74 pH 





Abb. 9. Deplasmolyse in 0,20 mol Ammoniumazetat + 0,20 mol Traubenzucker 
+ 1/,, Zitrat (d.h. 1 Teil Puffer auf 9 Teile Diosmotikum). Abszisse: pH-Wert der 
Lésung. Ordinate: Plasmolysegrad. 


die Lage des Maximums der Deplasmolysegeschwindigkeit konstant ist, 
d. h. sich mit zunehmender Versuchsdauer nicht verschiebt. Die Lage des 
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Maximums stimmt mit derjenigen, die sich aus den Partialversuchen ergab, 
recht gut iiberein. Nach beiden Methoden erfolgt die rascheste Deplas- 
molyse mit gréBter Wahrscheinlichkeit im Intervall von pH 6,20 bis 6,30, 
nach Formel 14 ergibt sich daraus die Permeationskonstante des Ammo- 
niaks : 
pH 6,20: PCH,COOH = 0,0329 } 46:1 
PNH,; = 0,00085 : 


pH 6,30: pcu,coon = 0,0270 } 25:1 
oni = 0,00107 , 


Da P'cu,coox = 40 bis 80 ist, so ist P'yn, = 40 x 25 bis 80 x 46, in ab- 
gerundeten Zahlen P’yq, = 1000 bis 3700. 


IV. Versuche mit essigsauren Salzen von Aminen 


A. Versuche nach dem gekiirzten Verfahren 


Die verwendeten essigsauren Salze der Amine wurden durch Mischung aquivalenter 
Sauren- und Basenmengen hergestellt. An Hand des Athylaminazetats soll gezeigt 
werden, wie dabei vorgegangen wurde. In einer Glasréhre eingeschmolzen standen 
10g Athylamin NH,.C,H, zur Verfiigung. 250 cm* Salzlésung sollten hergestellt 
werden. Da das Molekulargewicht von Athylamin 45 ist, so ist eine Lésung von 45 g 
in 1000cm* I molar, daher eine Lésung von 10g in 1000cm* ?/,, = 0,222 molar und 
eine Lésung von 10g in 250 cm* 0,889 molar. Demnach sind 10g Athylamin und 
222,2 cm* ”/, Essigsiure aquivalent. Die Vereinigung von Saure und Base erfolgte in 
einem starkwandigen GlasgefiB, wobei durch Schiitteln die Glasrdhre mit dem Amin 
zerschlagen wurde. Fiillt man die so entstandene Lésung von Athylaminazetat 
CH,COO . NH, . C,H; in einem Me8kolben mit destilliertem Wasser auf 250 cm? auf, 
so betraigt die Konzentration jetzt 0,889 mol. Will man diese Lésung auf 0,8 mol ver- 


0,889 
diinnen, so mu8 man auf —___ . 250 = 277,8 cm? auffiillen, also 27,8 cm? destilliertes 


Wasser zusetzen. In jenen Fallen, in denen das Amin nicht in zugeschmolzenen Réhren 
zur Verfiigung stand, wurde eine bestimmte Menge in einem Kélbchen eingewogen, 
dieses mit der Essigsiure iibergossen und dann vorsichtig gedffnet. 

Die Zusammensetzung der verwendeten Phosphatpuffer wird bei den einzelnen Ver- 
suchen angegeben. Dabei wurden folgende Abkiirzungen verwendet: I = 2/,, HCl, 
II = 1/,, mol KH,PO,, III = !/,, mol Na,PO, und IV = ~/,, NaOH. Es bedeutet daher 
z. B. 411 + 611 , daB der verwendete Puffer aus 4 Teilen */,, mol KH, PO, und 6 Teilen 
1/,; mol Na,PO, zusammengesetzt ist. 


Fiir jedes Amin wurden zunachst Versuche mit Lésungen durchgefihrt, 
deren pH-Werte sich iiber einen relativ groBen Bereich erstrecken, um zu- 


naichst einmal ganz ungefahr die Lage des Maximums der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit festzustellen. 


Versuch 157 4. Marz 1953 
0,20mol Methylaminazetat + 0,25mol Traubenzucker + 4/ mol 
Phosphat, T = 18°. 
Schnitte etwa 15 Stunden gewiassert. 
Schnitt 1 um 10" in Lésung pH 6,06 (5m + 51) eingelegt. 
128; Protoplasten noch nicht gerundet. 





0,424 
Mittelwert: G 


Schnitt 2 um 105 10’ 


12) 10’: 

83 
31,5 

41 
0,367 
Mittelwert: G 


13) 10’: 
86 
26 
50 
0,480 
Mittelwert: G 


Schnitt 3 

12h 20’: 

h 73 

b 31 

l 44 

G 0,461 
Mittelwert: G 


13) 20’: 

93 

29 

55 
0,486 
Mittelwert: G 


86 
30,5 
45 


0,405 
= 0,405 


103 

33 

52 
0,398 
0,391 


107 
27 
56,4 

0,444 


= 0,442 


um 105 20’ 


73 

30,5 

45 
0,476 


0,469 


95 

30 

58,8 
0,514 


- 0,493 


0,404 


70 
31 
4] 


0,439 


109 
27,5 
52 


0,392 


85 
28 
41,8 
0,382 


in Lésung pH 6,24 (411 + 6111) eingelegt. 


98 
31,5 
48 
0,382 


84 

33 

47,7 
0,436 


88 

32 

45 
0,394 


77 

33 

45 
0,441 


76,5 
34 

41,2 
0,391 


80,5 
32 
46 
0,438 


91 
31 
46,8 
0,401 


gi | 
33 
41,2 
0,425 


83 
30 


69 
30,5 
42,2 
0,464 


in Lésung pH 6,60 (2m + 8111) eingelegt. 


95 

25 

54 
0,481 


61 

32 

38,2 
0,450 


85 
27,5 
51,2 
0,494 


100 
27,5 
56,5 

0,473 


121 
31 
73 

0,518 


80 
23 


58 

27 
37,8 
0,496 


84 
32 


80,5 
30 
48,8 
0,482 


Schnitt 4 um 10 30’ in Lésung pH 6,80 (li + 9111) eingelegt. 


12 30’ (Zellsaft blau verfarbt'): 

h 70 70 66 49 84 88 87 

b 31 25 26,5 24,5 31 30 35 

l 45 43,6 41,2 32,7 50,4 53,8 55,2 
G 0,496 0,504 0,491 0,500 0,477 0,498 0,500 


Mittelwert: G = 0,501 


1 Aus der Blaufirbung des Zellsaftes kann hier nicht geschlossen werden, daB das 
Amin im Zellsaft im Uberschu8 vorhanden ist. Die Dissoziationskonstanten der Amine 
sind nimlich wesentlich gréBer als die von Ammoniak und Essigsaure, daher reagieren 
ihre Azetate alkalisch. 





13 30’ (Zellsaft blau verfarbt): 


h 86 

b 35,5 
l 55,5 
G 0,508 


Mittelwert: G = 0,544 
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59,5 
30 
44,1 
0,573 


70 

29,5 

48,8 
0,556 


60 
28 
41,6 


0,538 0,527 


Schnitt 5 um 10" 40’ in Lésung pH 7,08 (10111) eingelegt. 


12 40’ (Zellsaft blau verfarbt): 


h 67 

b 29,5 
l 40,2 
G 0,454 


79 
32 
45,1 
0,436 


80 

33 

47 
0,450 


115 
31,5 
65 

0,474 


74 66 
32,5 33 
43,8 43,9 
0,446 0,499 


Mittelwert: G = 0,457 


135 40’ (Zellsaft blau verfarbt): 
79 82 71 60 75 64 
28 30 28 26,5 29,5 30 29 
48,2 52,2 44,1 35,1 41,8 48 45 
0,492 0,515 0,490 0,537 0,533 0,507 0,552 
Mittelwert: G = 0,521 
Nach Beendigung des Versuches waren die Zellen in 0,50 mol Traubenzucker plas- 
molysierbar. 


51,7 
0,556 


Zusammenstellung der Mittelwerte der Plasmolysegrade: 


6,24 
_ 0,391 
0,405 0,442 


6,60 
0,469 
0,493 


6,80 
0,501 
0,544 


7,08 
0,457 
0,521 


Der schnellste Plasmolyseriickgang erfolgt im Intervall von pH 6,60 
bis 7,08. 


Nachdem durch einige derartige Versuche die Lage des Maximums un- 
gefahr festgelegt worden war, wurden im betreffenden pH-Intervall Zwi- 
schenstufen von Lésungen hergestellt und damit weitere Versuche durch- 


gefiihrt. Aus Raumgriinden kénnen von den folgenden Versuchen nur 
mehr die Mittelwerte von G angegeben werden. 


Versuch 159 


0,20mol Methylaminazetat 
Phosphat, T = 20°. 
Mittelwerte von G aus je acht Zellen: 
6,60 6,70 
(211 + 811) (1,511 + 8,511) 
0,462 0,445 
0,480 0,485 0,504 0,501 0,489 
0,505 0,510 0,572 0,540 0,532 


Der schnellste Plasmolyseriickgang erfolgt im Intervall von pH 6,70 
bis 6,95. 


6. Marz 1953 


+ 0,25mol Traubenzucker + 14/,,mol 


6,80 
(li + 911) 
0,490 


6,95 
(0,511 + 9,5101) 
0,472 


7,08 

(10m) 
Nach 2 Stunden. . 0,461 
Nach 3 Stunden. . 


Nach 5Stunden. . 





512 F. Kral 


Es gelingt somit, durch Versuche mit Zwischenlésungen das gesuchte 
Intervall einzuengen. Eine weitere Fortsetzung dieses Verfahrens erscheint 
jedoch bedenklich, da dann die Unterschiede zwischen den Ergebnissen 
aufeinanderfolgender pH-Stufen, soweit solche Unterschiede dann iiber- 
haupt noch bestehen, bereits kleiner sind als die Streuung der an den Einzel- 
zellen gewonnenen Werte. Bevor ich die Ergebnisse von Versuchen, die 
mit anderen essigsauren Aminsalzen durchgefiihrt wurden, in zeitlicher 
Reihenfolge mitteile, sei noch einiges Allgemeine angefiihrt. 

Vergleicht man den Ablauf der Versuche nach dem gekiirzten Verfahren, die einer- 
seits mit Ammoniumazetat, andererseits mit essigsauren Aminsalzen durchgefiihrt 
wurden, so ist bei den letzteren ein viel langsamerer Riickgang der Plasmolyse zu ver- 
zeichnen. Dieses Verhalten diirfte mit der zum Teil erheblich starkeren Dissoziation 
der Amine im Zusammenhang stehen. — Eine Erscheinung, die sowohl bei Ammonium- 
azetat wie auch bei den essigsauren Aminsalzen beobachtet werden konnte, besteht 
darin, da8 auf der sauren Seite die Abrundung der Protoplasten eine langere Zeit be- 
ansprucht als auf der alkalischen Seite. Es wire dabei etwa an eine Viskositits- 
erhéhung unter dem Einflu8 der undissoziierten Essigsiure zu denken. — Der Gesund- 
heitszustand der Zellen wurde in allen Versuchen durch nachtragliche Plasmolyse in 
Traubenzuckerlésungen untersucht. Bei Methylaminazetat und den anderen bei den 
folgenden Versuchen verwendeten Salzen war nur bei unterhalb 6,0 gelegenen pH- 
Werten der AuBenlésung eine Schadigung der Zellen zu beobachten. Mit Benzyl- und 
Butylaminazetat konnten infolge zu groBer Giftigkeit dieser Verbindungen keine Ver- 
suche durchgefiihrt werden. 


Versuch 171 29. April 1953 


0,20mol Trimethylaminazetat + 0,25mol Traubenzucker + 1/g mol 
Phosphat, T = 17°. 


Mittelwerte von G@ aus je acht Zellen: 


6,20 6,28 6,36 6,46 6,58 

(1011) (9,511 + 0,5111) (911 + Lim) (8,511 + 1,510) (81+ 2111) (7,514 + 2,517) 
Nach 1 Stunde . 0,478 0,493 0,534 0,504 0,492 0,488 
Nach 2 Stunden 0,536 0,558 0,620 0,581 0,557 0,537 


Schnellster Plasmolyseriickgang im Intervall von pH 6,20 bis 6,36. 


Versuch 174 12. Mai 1953 


0,20mol Athylaminazetat + 0,25mol Traubenzucker + 1/,,mol Phos- 
phat, T = 16°. 


Mittelwerte von G aus je acht Zellen: 
6,56 6,78 6,89 7,00 7,10 7,22 
(211+ 801) (1ir+ 9111) (0,511+ 9,511) (10mm) (8111+ 21v) (611+ 41v) 
Nach 2 Stunden — 0,345 0,365 0,384 0,361 0,339 
Nach 3 Stunden 0,385 0,384 0,391 0,413 0,380 0,343 


Schnellster Plasmolyseriickgang im Intervall von pH 6,89 bis 7,10. 
Versuch 180 9. Juni 1953 


0,20mol Dimethylaminazetat + 0,25mol Traubenzucker + 3/,, mol 
Phosphat, T = 22°. 
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Mittelwerte von @ aus je acht Zellen: 
6,08 6,24 6,38 6,62 6,76 7,04 
(811+ 2m) (711+311) (6+ 411) (511+5m1) (41+6m) (311+ 711) 


Nach 1 Stunde . — 0,412 0,439 0,483 0,440 0,408 
Nach 2 Stunden 0,437 0,414 0,480 0,486 0,476 0,438 


Schnellster Plasmolyseriickgang im Intervall von pH 6,38 bis 6,76. 


Versuch 196 9. Oktober 1953 
0,20mol Diadthylaminazetat +0,20mol Traubenzucker + '/,,mol 
Phosphat, T = 17°. 
Mittelwerte von G aus je fiinf Zellen: 
6,32 6,44 6,66 6,82 6,98 7,30 
(9,511 + 0,5111) (911 + Lint) (811 + 2111) (7,511 + 2,5331) (711 + 3mm) (611 + 4111) 
Nach 1Stunde . 0,409 0,425 0,434 0,440 0,444 0,417 
Nach 2Stunden 0,430 0,466 0,487 0,513 0,501 0,444 
Schnellster Plasmolyseriickgang im Intervall von pH 6,82 bis 6,98. 


Versuch 204 5. November 1953 


0,20mol Triéithylaminazetat + 0,15mol Traubenzucker + 1/,.. mol 
Phosphat, T = 20°. 


Mittelwerte von G aus je acht Zellen: 
6,44 6,60 6,74 6,90 7,08 
(0,21 + 9,811) (9,511 + 0, 5171) (911 + Lint) (8,511 + 1,511) (7,7517 + 2,25101) (711 +- 3111) 
Nach 75 Min. 0,474 0,509 0,514 0,555 0,546 0,445 
Nach 150Min. 0,589 0,586 0,599 0,637 0,620 0,532 


Schnellster Plasmolyseriickgang im Intervall von pH 6,60 bis 6,90. 


In Tab. 8 sind fiir die untersuchten Salze die pH-Intervalle zusammen- 
gestellt, in denen die Plasmolyse am schnellsten zuriickgeht, ferner die 


Tabelle 8 





oaks dit Pomusipas Dissoziations- | Permeations- 


Base | am schnellsten zu- konstante — 
riick bei pH K 





Ammoniak NH,..........- 6,20—6,30 1,86.10—5 | 1.000— 3.700 


Methylamin NH, . CH, .... 6,75—6,85 50 =©.10-5 | 2.200— 7.000 


Dimethylamin NH . (CH;), 6,45—6,60 -10—5 | 9.900—40.000 


Trimethylamin N . (CH;);.. 6,20—6,30 -10—5 | 4.000—12.600 








Athylamin NH, . C 6,90—7,00 -10—5 | 1.200— 3.800 


| 





Diathylamin NH . (C,H;)s.-. 6,80—7,00 . 10-5 | 2.700—13.000 





Tridthylamin N . (C,H,);.-. 6,70—6,90 . 10-5 | 2.200—10.600 


Dissoziationskonstanten der beteiligten Basen (nach Landolt-Bérnstein 
1923) sowie die auf die iibliche Weise (entsprechend Formel 14) berechneten 
Permeationskonstanten. 
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B. Partialversuche 


In diesem Abschnitt soll iiber einige wenige Versuche berichtet werden, 
die gestatten, die Permeabilitét einiger Basen auf eine andere Weise zu 
bestimmen. An Hand der mit Ammoniumazetat durchgefiihrten Partial- 
versuche wurde darauf hingewiesen, daB aus Versuchen, die links vom 
Maximum der Deplasmolysegeschwindigkeit unternommen werden, direkt 
auf die Permeabilitét der beteiligten Base geschlossen werden kann, ohne 
daB die Permeationskonstante der Essigsiure bei der Berechnung heran- 
gezogen werden miiBte. Es wurde auch schon ausgefiihrt, daB derartige 
Versuche nur dann brauchbare Ergebnisse liefern, wenn die pH-Werte der 
verwendeten Lésungen in einem geniigend grofen Abstand von jenen 
pH-Werten liegen, bei denen die Plasmolyse im betreffenden Salz am schnell- 
sten zuriickgeht. Dieser Forderung konnte jedoch nicht bei allen unter- 
suchten Salzen entsprochen werden, z. B. schon nicht beim Ammonium- 
azetat, weil unterhalb pH 6 aus Resistenzgriinden keine Versuche mehr 
méglich waren. 


Versuch 166 10. April 1953 


0,20mol Methylaminazetat + 0,25mol Traubenzucker + !/,) mol 
Phosphat, pH 6,24 (41 + 6m), ZT = 17,7°. 
Schnitt 6 Stunden gewassert. Eingelegt um 13" 55’. 1. Messung 15” 45’ (alle 
15 Sekunden eine Zelle; der Héhepunkt der Plasmolyse bei den meisten Zellen noch 
nicht erreicht), 2. Messung 16 15’, 3. Messung 16" 45’, 4. Messung 17! 15’, 5. Messung 
174 45’. Um 18" in 0,60 mol Traubenzucker eingelegt. Am nichsten Tag um 9" die 
Zellen plasmolysiert. 
Zelle h 
74 


bo bo bo te be 
oon eo 
or or 


G, 7s a, a, , F AG 
0,492 0,419 0,433 0,470 0,048 
0,475 0,411 0,431 0,461 0,024 
0,421 0,401 0,409 0,426 0,038 
0,401 0,398 0,412 0,432 0,044 
0,376 0,384 0,394 0,405 0,032 


4—5 


Mittelwert: 1G,_; = 0,037 


vo 
Nach Formel 16b ergibt sich daraus: 
AG 0,037 
P’yacn, = 174. = 1,4. 2 
ee ee ONH.CH, 0,000035 

Versuch 175 15. Mai 1953 

0,20mol Athylaminazetat + 0,25 mol Traubenzucker + '/,.mol Phos- 
phat, pH 6,10 (4,511 + 5,5m1), T+ 18°. 

Schnitt 12 Stunden gewissert. Eingelegt um 8". 1. Messung 9" 50’ (alle 15 Sekun- 
den eine Zelle), 2. Messung 105 20’, 3. Messung 10” 50’, 4. Messung 11 20’. 
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Zelle h 6b | eae hk G, G 4, G, AG,_, 1G,_, 
1 74,5 28,5 36,7 37,8 38,8 39,2 0,365 0,380 0,393 0,398 0,030 0,026 
: 59 26 34,2 34,8 35,1 36 0,432 0,443 0,448 0,463 0,022 0,010 
73 28 36,8 38,2 39,6 40,6 0,377 0,396 0,415 0,429 0,038 0,038 
74 27,5 39,6 40,5 41,5 42,8 0/410 0,423 0,436 0,454 0,026 0,026 
84 28 41,1 43 44 45,2 0,378 0,401 0,413 0,427 0,046 0,024 
Mittelwert: AG, _, = 0,028 
Nach Formel 16b ergibt sich daraus P’yy, ¢,H, = 2120. 
Analoge Versuche ergaben fiir Diéthylaminazetat P’yy (cH), = 4350 und 
fiir Triaéthylaminazetat P’y (¢,H,, = 3950. Vergleicht man diese Werte mit 
jenen, die sich nach dem gekiirzten Verfahren ergaben, so kann die Ubereinstimmung 


eigentlich als iiberraschend gut bezeichnet werden, wenn man die Verschiedenheit der 
Methoden in Betracht zieht. 


V. Besprechung der Ergebnisse 


Die erste Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand darin, den Deplas- 
molyseverlauf in hydrolysierten Salzlésungen mit Hilfe der plasmometri- 
schen Methode Héflers (1918) zu untersuchen. Die Ursache des Riick- 
ganges der Plasmolyse in hydrolysierten Salzlésungen hat Jacobs (1926/27) 
als erster erkannt. Er wies darauf hin, daB die undissoziierten Saiure- und 
Basenmolekiile, die sich infolge teilweiser Hydrolyse in der Lésung befinden, 
permeieren und in der Vakuole wieder das osmotisch wirksame Salz bilden. 
Collander ist es gelungen, diesen Vorgang mathematisch exakt zu fassen 
und aus dem Deplasmolyseverlauf die Permeabilitaét schwacher Saéuren und 
Basen quantitativ zu bestimmen (Collander, Turpeinen und Fabritius 
1931). Die zweite Aufgabe der Arbeit war die, aus den plasmometrisch 
bestimmten Werten der Deplasmolyse auf Grund der Ansatze Collanders 
die Permeabilitét von Essigsiure, Ammoniak und einigen Aminen zu 
berechnen. 

Die Untersuchung des Deplasmolyseverlaufes bei verschiedenen pH- 
Werten der AuBenlésung ergab sowohl bei Ammoniumazetat als auch bei 
allen untersuchten essigsauren Salzen von Aminen stets in einem be- 
stimmten pH-Intervall ein Maximum der Deplasmolyse- 
geschwindigkeit, beiderseits davon einen Abfall. Collander deutet 
diese Erscheinung so, daB an der Stelle des Maximums undissoziierte Saure 
und Base in aquivalenten Mengen permeieren, beiderseits davon jedoch die 
in geringerer Menge permeierende Saure oder Base der begrenzende Faktor 
des Vorganges ist. Durch Versuche mit Ammoniumazetat konnte die Rich- 
tigkeit dieser Deutung bewiesen werden. Es konnte namlich fiir einen gré- 
Beren pH-Bereich gezeigt werden, daB die mittlere Deplasmolysegeschwin- 
digkeit mit steigenden pH-Werten im gleichen Verhiiltnis fallt wie die Kon- 
zentration der undissoziierten Essigsiure in der AuBenlésung. Dies ist eine 
neue Bestitigung dafiir, daB nicht Ionen, sondern die undissoziierten Mole- 
kiile permeieren. 

Die bestimmten Permeationskonstanten sollen nun im Hinblick auf die 
Permeabilitatstheorien betrachtet werden. Da die heute am meisten an- 
erkannten Theorien die Lipoidtheorie (Overton 1895, 1899) und die 
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Lipoidfiltertheorie (Collander 1932, Collander und Barlund 1926, 
1933) sind, so wird vor allem zu untersuchen sein, fiir welche der beiden 
Theorien die Ergebnisse sprechen. In Tab. 9 sind fiir die untersuchten Ver- 
bindungen die Permeationskonstanten P’, die Verteilungskoeffizienten k 
zwischen Ather und Wasser (fiir Ammoniak nach Poijarvi 1928, fiir alle 
anderen Verbindungen nach Collander 1949) und die Molekulargewichte M 
zusammengestellt. Zu Vergleichszwecken wurden auch mit einigen Anelek- 
trolyten Versuche durchgefihrt. 

Abb. 10 stellt die Permeationskonstanten P’ und die Verteilungskoeffi- 
zienten k auf die in den finnischen Permeabilitatsarbeiten iibliche Weise 
dar. In jenen Fallen, in denen nur ein Intervall festgelegt werden konnte, 
in dem die Permeationskonstante liegt, ergeben sich vertikale Strecken. 


Tabelle 9 





Verbindung Formel P’ k 





Ammoniak NH, 1.000— 3.700 


0,007 
Methylamin NH, . CH, 


Dimethylamin NH. (CH;). 
Trimethylamin | N.(CH;); 
Athylamin | NH,.C,H, 


Didthylamin er ae | 0,53 
Trithylamin N°. (C,H,)s ater 59 
Eesigndure _ CH,.COOH | | 0,48—0,52 | 60 
Harnstoft ' CO. (NH,), 0,018 0,00047 
Glyzerin | CH,OH.CHOH.CH,OH | 0,025 + —=>0,00066. = s(92 


Methylharnstoff | CO.NH,.NHCH, 0,042 0,0012 
Sulfoharnstoff CS . (NH,). 0,120 0,0063 


Die bei einzelnen Basen eingezeichneten Punkte beziehen sich auf die Par- 
tialversuche des Abschnittes IVB. 

Bei der Deutung der sich ergebenden Verteilung wurde von den folgenden 
Uberlegungen ausgegangen. Wenn die Lipoidtheorie Overtons richtig 
ist, die besagt, daB die Schnelligkeit der Permeation mit steigender, Lipoid- 
léslichkeit linear wachst, dann miBten sich in Abb. 10 die den einzelnen 
Verbindungen entsprechenden Punkte bzw. Strecken lings einer Geraden 
anordnen. Die Neigung dieser Geraden ist aber infolge der doppelt-log- 
arithmischen Darstellung von vornherein festgelegt; durch Variieren der 
Gr6Be des Proportionalitiatsfaktors 

$= F 


k 


ergibt sich eine Schar paralleler Gerader. Diese wurden in Abb. 10 fiir 


(18) 
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log s = 1, 2, 3, 4, 5 und 6 eingezeichnet und stellen ein von den Versuchs- 
ergebnissen véllig unabhangiges Bezugssystem dar. Nach Wartiovaara 


(1950) ist der Quotient s = ss ein Ausdruck fiir die GréBe der Abweichung 


von der Proportionalitét zwischen Lipoidléslichkeit und Permeabilitat, 
kann also als MaB herangezogen werden fiir die ,,Siebwirkung‘‘, womit 
Wartiovaara die Erscheinung bezeichnet, da8 kleinmolekulare Stoffe ein 
gréBeres Permeationsvermégen besitzen, als auf Grund ihrer Léslichkeit 
zu erwarten wire. Aus den Abb. 10 und 11 ist ersichtlich, daB bei den unter- 
suchten Basen die Siebwirkung s um so groBer ist, je kleiner das Molekiil ist. 


log’ j 


5 ae 
Qimethylamn it 
ae Trimethylamin <<. : 
Lid thylamn "athylanyn 


_- Methylamin 


Iminoniak ya Athylamn 
l {, 
w 45 


M17 
(x) 


I Meant 
Ha yer Mharnstoge 76 
27s LU x 7% 
92 
60 





-7 | 1 | 
4% -J = 3 7 0 7 lag k 





Abb. 10. Zusammenhang zwischen Permeabilitét und Lipoidléslichkeit. Abszisse: 
Logarithmus des Verteilungskoeffizienten zwischen Ather und Wasser. Ordinate: 


- 


Logarithmus der Permeationskonstanten. M = Molekulargewicht. s = -- = ,,Sieb- 


wirkung*‘ (MaB fiir die Abweichung kleinmolekularer Stoffe von der Proportionalitat 
zwischen Lipoidléslichkeit und Permeabilitat). 


Die Ergebnisse iiber die Permeabilitét der untersuchten Basen sind dem- 
nach in erster Anniherung mit der Lipoidfiltertheorie Collanders am 
besten vereinbar. Das iiberaus groBe Permeiervermégen des Ammoniaks 
ist unter Beriicksichtigung der Kleinheit des Ammoniakmolekiils leicht 
verstindlich. Bei den Aussagen iiber eine allfallige ,,Poren“forderung bei 
den untersuchten Aminen ist eine gewisse Vorsicht am Platze. Nach Col- 
lander (1949) tritt die ,,Poren‘‘forderung in den ersten Gliedern homologer 
Reihen auf, nimlich dann, wenn das Molekulargewicht kleiner als etwa 60 ist. 
Abb. 10 zeigt, daB Ammoniak und die kleinmolekularen Amine mit einem 
Molekulargewicht unter 60 aus der Reihe der iibrigen Amine herausfallen. 
Zwar erscheinen auch die anderen Amine gegeniiber den Anelektrolyten ver- 
schoben, aber aus Griinden, die spiter noch zu erértern sind. Beachtenswert 
ist, daB ein schon relativ groBmolekulares Amin wie das Tridithylamin noch 
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immer so rasch wie Ammoniak permeiert, eine neuerliche Bestatigung der 
schon oft festgestellten Tatsache, ,,da8 auch groBmolekulare Verbindungen 
sehr leicht permeieren kénnen, wenn sie nur geniigend lipoidléslich sind‘ 
(Collander, Lénegren und Arhimo 1943 fiir Neutralrotbase). 
Interessant diirfte ein Vergleich des Athylamins mit dem Dimethylamin 
sein. Es handelt sich dabei naémlich um zwei isomere Verbindungen, d. h. 
sie sind aus denselben Atomen zusammengesetzt (C,H,N), aber die Struktur 
ist verschieden. Da die beiden Verbindungen nicht nur das gleiche Mole- 
kulargewicht besitzen, sondern auch ihre Atherléslichkeit nahezu gleich 
groB ist, so mwBten sie nach der Lipoidfiltertheorie auch die gleiche Permea- 
bilitaét besitzen. Es zeigte sich aber, daB das Dimethylamin deutlich 


logs 
6+ Dimethy/ammn 
Ammoniak 
Me thylamn 


120 , Athylamn 
| Trmethylamin Dathylamin 
$ 


J 


0 Triéthylamir 


Essigsdure 1$ 


harnstoff Methylharnstef Glyzerth: 
xSulfoharnstoff 





i | ! 
if 0 10 20 00 40 00 M 





Abb. 11. Zusammenhang zwischen Siebwirkung und MolekiilgréBe. Abszisse: Mole- 
kulargewicht. Ordinate: Logarithmus der Siebwirkung. J = Trigheitsmoment. 


rascher permeiert als das Athylamin. Man mu8 daher annehmen, da auBer 
Lipoidléslichkeit und Molekilgr6Be auch noch die Molekiilstruktur be- 
teiligt ist. Durch Versuche mit Harnstoff gelangten Wartiovaara und 
Tikkanen (1951) zum gleichen Ergebnis, ebenso Ur! (1952) durch Versuche 
mit Fettsiureamiden. Wartiovaara (1950) sucht zu zeigen, daB es még- 
lich ist, den Einflu8 der Molekiilgestalt auf die Permeation durch das Triag- 
heitsmoment des Molekiils auszudriicken, und findet, daB Siebwirkung und 
Tragheitsmoment umgekehrt proportional sind. Ich versuchte, fiir die von 
mir untersuchten Basen nach den Angaben Wartiovaaras die relativen 
Tragheitsmomente zu berechnen; in Abb. 11 sind sie bei den einzelnen Basen 
angegeben. Vergleicht man jetzt Athylamin mit Dimethylamin, so bemerkt 
man, daf die Verbindung mit dem geringeren Trigheitsmoment, also das 
Dimethylamin, tatsichlich rascher permeiert. 

Vergleicht man in Abb. 10 die nach der bereits mehrfach besprochenen 
Methode bestimmten Werte der Amine mit den auf direktem plasmometri- 
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schem Weg erhaltenen Werten von Harnstoff, Glyzerin, Methylharnstoff 
und Sulfoharnstoff, dann entsteht der Eindruck, als wiirden die Amine viel 
zu rasch permeieren. Nur die Essigsaure halt sich einigermaBen im Rahmen 
der iibrigen. Dies kénnte leicht seinen Grund darin haben, daB bei der Be- 
stimmung der Verteilungskoeffizienten iiberall Ather als organische Phase 
verwendet wurde. Nun hat sich wohl Ather als verhiltnismaBig gutes 
,»Plasmamodell‘‘ erwiesen, wenn es sich um Anelektrolyte handelt. Soll 
hingegen die Permeabilitét von ausgesprochen sauren oder basischen Stoffen 
untersucht werden, dann wiirde es natiirlich sehr ins Gewicht fallen, wenn 
die im Plasma enthaltenen Lipoide keine Neutralfette waren. Ich méchte 
hier hinweisen auf den von Collander und Barlund (1933) durchgefiihrten 
Vergleich der Léslichkeit verschiedener Verbindungen in Olivenél mit der 
in einem Ol-Olsiure-Gemisch. Es zeigte sich, da8 Amide im Ol-Olsaure- 
Gemisch bis zu 86mal (Urotropin) besser léslich waren als in Olivend6l allein 
(Tab. 12, 8. 90 der zitierten Arbeit)?. Dabei ist hervorzuheben, daB die 
Amide ja noch keine eigentlichen Basen sind; trotzdem wirkt sich die 
NH,-Gruppe schon so auffallend aus. Ein noch viel starkerer gleichsinniger 
Effekt wire bei den Aminen zu erwarten, die ja zum Teil schon ziemlich 
starke Basen sind. Wiirde man nun also die Verteilungskoeffizienten der 
untersuchten Verbindungen etwa mit einem Ol-Olsiiure-Gemisch bestimmen, 
so wiirden zweifellos die Amine gegeniiber den neutralen und sauren Ver- 
bindungen bedeutend bevorzugt werden*. An Hand der Abb. 10 hieBe das, 
daB die ganze Gruppe der Amine bedeutend nach rechts verschoben wiirde 
und da sie sich damit in den Rahmen der iibrigen Verbindungen besser 
einfiigen wiirde, als es in der gewahlten Darstellungsform der Fall ist. 

Wie schon Collander und Barlund (1933, S. 92) betonten, ist aus der 
Tatsache, daB die Permeabilitit einer gréBeren Anzahl von Stoffen zu ihren 
Verteilungskoeffizienten zwischen Ather und Wasser bzw. Olivenél und 
Wasser proportional ist, natiirlich nicht zu schlieBen, daB die Lipoide der 
Plasmamembran etwa eine dem Olivenél ahnliche chemische Zusammen- 
setzung haben. Wohl der starkste Hinweis auf die Mannigfaltigkeit der ver- 
schiedenen Plasmalipoide ist die Existenz von Glyzerin- und Harnstoff- 
typen (amidophobe und amidophile Typen) der Permeabilitét (H6fler 
1934, 1936, Hofmeister 1935). Héfler spricht geradezu davon, daB die 
Plasmahautlipoide einmal einen mehr sauren, einmal einen mehr basischen 
Charakter haben kénnen. Wir wissen ja auch von anderer Seite her (vgl. 
Hansteen Cranner 1922), daB die Plasmahautschichten Phosphatide, 
also stark polar gebaute Lipoide enthalten. Wenn nun auch die Stengel- 
zellen von T'radescantia keinen ausgesprochenen Harnstofftyp reprasen- 
tieren, so ist es doch durchaus denkbar, da die stark basischen Amine in 
den Plasmalipoiden besser léslich sind als in der neutralen Modellsubstanz 
Ather. Im Gegensatz zu den Aminen fiigt sich die Essigsiure recht gut in 


2 Man vergleiche hier auch die entsprechenden Ausschiittelungsversuche von 
Drawert (1940) mit basischen Farbstoffen. 

’ Bestimmungen von Verteilungskoeffizienten wurden im Rahmen der vorliegenden 
Arbeit nicht durchgefiihrt. 
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die Reihe der untersuchten Anelektrolyte ein; dies spricht dafiir, daB die 
Plasmalipoide eher einen sauren als basischen Charakter haben. Daraus 
ergibt sich, daB8 im Rahmen der hier gewahlten Darstellungsart Vergleiche 
beziiglich Lipoidléslichkeit, Siebwirkung, Molekiilgestalt usw. nur inner- 
halb der untersuchten Amine selbst, nicht aber zwischen diesen und den 
anderen angefiihrten Verbindungen einschlieBlich Essigsiure erlaubt sind. 


Zusammenfassung 


Wie schon lange bekannt-ist, geht die Plasmolyse in Lésungen von Salzen 
aus schwachen Siuren und Basen bedeutend rascher zuriick als in Lésungen 
von Salzen starker Séiuren und Basen. Jacobs (1926/27) erkannte als 
erster die Ursache dieser Erscheinung. Er wies darauf hin, daB sich, ent- 
sprechend dem Massenwirkungsgesetz, infolge teilweiser Hydrolyse in der 
Lésung von Salzen aus schwachen Sauren und Basen undissoziierte Siure- 
und Basenmolekiile befinden. Nach Brenner (1918) permeiert bei schwa- 
chen Séuren und Basen der undissoziierte Anteil, wihrend die praktisch 
vollstandig dissoziierten starken Saéiuren und Basen in lebende Zellen nicht 
eindringen kénnen. Durch die gleichzeitige Permeation von undissoziierten 
Saiure- und Basenmolekiilen aus hydrolysierten Salzlésungen kommt es in 
der Vakuole wieder zur Bildung des osmotisch wirksamen Salzes, und die 
Plasmolyse geht zuriick. Collander, Turpeinen und Fabritius (1931) 
stellten fest, daB die Deplasmolysegeschwindigkeit in hydro- 
lysierten Salzlésungen pH-abhangig ist. Nun konnte zwar auch 
bei den nichthydrolysierten Alkalisalzen eine pH-Abhangigkeit der Permea- 
tion nachgewiesen werden, aus den einander vielfach widersprechenden 
Ergebnissen der verschiedenen Arbeiten kann man jedoch noch kein klares 
Bild gewinnen. Im Gegensatz zu den starken Elektrolyten erhalt man bei 
den hydrolysierten Salzen aus schwachen Sauren und Basen stets ganz ein- 
deutige Kurven. Die GesetzmaBigkeiten sind hier so klar, daB man aus dem 
Deplasmolyseverlauf in Salzlésungen mit verschiedenen pH-Werten die Per- 
meabilitat von solchen Séuren und Basen quantitativ bestimmen kann, die 
sich in einer plasmolytisch wirksamen Konzentration nicht anwenden lassen. 

Die von Collander und Mitarbeitern grenzplasmolytisch durchgefiihrten 
Versuche wurden in der vorliegenden Arbeit an einem anderen Objekt 
(Grundgewebszellen des Stengels von T'radescantia elongata) mit Hilfe der 
plasmometrischen Methode von Hé6fler wiederholt und auf weitere Basen 
ausgedehnt. Zuerst wurden Versuche mit hypertonischen Ammonium- 
azetatlésungen (0,30 mol) bei verschiedenen pH-Werten durchgefiihrt. Da 
im sauren Bereich die Anwendung hypertonischer Lésungen aus Resistenz- 
griinden nicht méglich war (zu viel Essigsiure!), wurde mit einer Zucker- 
grundlage weitergearbeitet (0,20 mol Ammoniumazetat + 0,25 mol Trau- 
benzucker), wobei wieder auf verschiedene pH-Werte gepuffert wurde. 
Durch Vergleich der Deplasmolysegeschwindigkeiten ergaben sich jetzt ein- 
gipfelige Kurven mit einem Maximum bei pH 6,2 bis 6,4. Aus der De- 
plasmolysegeschwindigkeit liBt sich oberhalb pH 6,4 die Permeabilitat der 
Essigsiure zu 40 bis 80 und aus der Lage des Maximums die Permeabilitat 
von Ammoniak zu etwa 500 bis 3000 bestimmen. Zur Berechnung der Er- 
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gebnisse wurden die Collanderschen Ansitze fiir die plasmometrischen 
Messungen teilweise umgebaut (S. 496, Formel 13 und S. 503, Formel 16). 
Kennt man einmal die Essigsiurepermeabilitaét, dann interessiert zur Be- 
stimmung der Permeabilitaét der Base nur noch das Maximum der Deplas- 
molysegeschwindigkeit. Es lieB sich zeigen, daB man zur Bestimmung der 
Lage dieses Maximums nicht unbedingt den Deplasmolyseverlauf an in- 
dividuellen Zellen beobachten mu8B, sondern daB man sich mit einem Ver- 
gleich der Plasmolysegrade bei verschiedenen pH-Werten der Lésung be- 
gniigen kann. Auf diese Weise wurde die Permeabilitét von Methyl-, Di- 
methyl-, Trimethyl-, Athyl-, Diathyl- und Triathylamin aus Versuchen mit 
den entsprechenden Azetaten bestimmt. Die erhaltenen Permeations- 
konstanten sind auf 8S. 516 (Tab. 9) zusammengestellt. 

Die Ergebnisse stimmen mit der Lipoidfiltertheorie Collanders gut 
iiberein. Ammoniak und die kleinmolekularen Amine permeieren infolge 
ihrer geringen MolekilgréBe rascher, als auf Grund ihrer Lipoidléslichkeit 
zu erwarten wire. Die groBmolekularen Amine permeieren auf Grund ihrer 
sehr guten Lipoidléslichkeit immer noch recht rasch. Auch die Werte fiir 
die Permeabilitét der Essigsiure diirften aus ihrer Lipoidléslichkeit allein 
zu verstehen sein. Da das Dimethylamin deutlich rascher permeiert als die 
isomere und gleich gut lipoidlésliche Verbindung Athylamin, mu8 angenom- 
men werden, da bei der Ultrafilterwirkung des Protoplasmas auch die 
Struktur der Molekiile eine Rolle spielt. 
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Zellfragmente ohne Kern kénnen noch iiber eine bestimmte Zeitspanne 
zu Stoffwechsel- und Funktionsleistungen befaihigt sein. Experimentell 
konnen sie aus geeigneten Objekten durch mechanische Entfernung des 
Zellkerns hergestellt werden (Alge Acetabularia nach Hammerling [1], 
Amobe, z. B. nach Brachet[2]). E. B. Harvey [3] konnte kernlose 
Plasmafragmente der Eier von Arbacia punctulata durch Zentrifugierung 
erhalten und parthenogenetisch zur Entwicklung bis zum Blastulastadium 
anregen. Fankhauser [4] hat Cytasterkeime beschrieben, bei denen die 
Kernteilung nicht ablauft, aber gut zellulierte Blastulae mit kernlosen Zellen 
entstehen. Diese beiden Beispiele zeigen, daB auch die Teilung eines kern- 
losen Plasmas méglich ist. Die kernlosen Erythrocyten der Saiugetiere ent- 
stehen durch eine Trennung von Kern und Plasma der Erythroblasten im 
Knochenmark, wie von M. Albrecht [5] an in vitro geziichtetem Knochen- 
mark demonstriert werden konnte. Aus den bisherigen Erfahrungen ergibt 
sich, daB kernlose Plasmen iiber eine gewisse Zeit existenzfahig sind und 
bei geeigneten Objekten auch Teilungen durchfiihren kénnen. Ihre Ent- 
stehung erfolgt meist auf kiinstlichem Wege. Der wichtige physiologische 
Fall der Bildung der kernlosen Erythrocyten besteht in einer speziellen 
Form der Trennung von Kern und Plasma. Ihre Bildungsméglichkeit durch 
eine Stérung der mitotischen Zellteilung ist in den erwaihnten Beobachtun- 
gen von Fankhauser schon angedeutet. 

Als Beispiele seien folgende Falle experimentell induzierter Abschniirung 
kernloser Plasmateile erwaihnt: 1. 1951 wurde bei unseren Versuchen der 
Inaktivierung der Mitochondrien in lebenden Zellen in vitro eine Abschnii- 
rung von Plasmateilen beobachtet, die frei von Mitochondrien waren [6]. 
Derartige Plasmafragmente zeigen eine staéndige Formanderung und regel- 
lose Bewegungen und sind nach unseren bisherigen Erfahrungen nur iiber 
einige Stunden existenzfahig. 2. 1954 beschrieb M. Albrecht [7] ein spe- 


1 Herrn Professor Friedl Weber, Graz, zu seinem 70. Geburtstag gewidmet. 
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zielles Verhalten der Promyelocyten in Gewebekulturen von Knochenmark 
unter der Einwirkung des Mitosegiftes Demecolcin. Wahrend die Zellen 
der Erythropoese durch dieses Mitosegift wie mit anderen eine Blockierung 
der Metaphasen zeigen, findet sich bei den Zellen der myeloischen Reihe 
bei gehemmter Kernteilung eine Fortsetzung der Plasmateilung. Das 
Chromatin wird in einer Zellhalfte angesammelt und das Plasma schniirt 
sich ein, so daB je eine Zellhalfte mit bzw. ohne Chromatin vorliegt. An 
gefairbten Ausstrichpraparaten lieBen sich weiter Anhaltspunkte fiir eine 
volistaindige Abtrennung derartiger chromatinfreier Plasmaanteile erhalten. 
Bisherige Versuche von M. Albrecht, diesen Vorgang im Zeitrafferfilm 
zu demonstrieren, konnten jedoch die Fortsetzung der Plasmateilung nach 
erfolgter Einschniirung bisher nicht sicher erkennen lassen. Wenn auch 
die Resultate an den gefarbten Ausstrichpraparaten fiir die Existenz dieses 
Phainomens sprechen, so ist doch der Einwand noch berechtigt, daB me- 
chanische Effekte bei der Herstellung der Ausstrichpraiparate die Plasma- 
abtrennungen als Artefakte bedingen. Derselbe Einwand gilt fiir die dritte 
Beobachtung dieser Art, die von H. Gropp [8] 1954 veréffentlicht wurde. 
Unter der Einwirkung von N-Methyleolchicamid zusammen mit 4’-Aza- 
benzpyren auf den Mause-Ascites-Tumor wurden an gefarbten Ausstrich- 
praparaten Plasmateilungen in Zellen mit zerstreuten Chromosomen und 
auch Bilder der Abtrennung chromatinfreien Plasmas erhalten. 

Wir miissen es als einen gliicklichen Umstand bezeichnen, daB Versuche 
an Gewebekulturen von Hihnerfibroblasten mit anderer Zielsetzung uns 
gleichzeitig die Beobachtung der Abtrennung chromatinfreien Cytoplasmas 
in allen Einzelheiten gestatteten. Eine Fibroblastenkultur im Hiangetropfen 
wurde der Einwirkung zweier Faktoren ausgesetzt: des 6strogen wirkenden 
Diathylstilbéstrols und des androgenen Testosterons. Technisch wurde so 
verfahren, daB auf der einen Seite der Fibroblastenkultur ein kleiner Kristall 
von Testosteron, auf der entgegengesetzten Seite ein solcher von Diathyl- 
stilbdstrol in das Medium eingebracht wurde. Diathylstilbéstrol allein be- 
dingt eine Mitosehemmung, die in ihrem Charakter der durch Colchicin aus- 
gelosten sehr ahnlich ist. Testosteron allein bewirkt nur in geringerem Um- 
fang Stérungen der Chromosomentrennung und wurde hier in erster Linie 
unter dem Gesichtspunkt seiner Wirkung als synergistischer Faktor heran- 
gezogen. Durch die Art der Applikation beider Faktoren befindet sich die 
Kultur im Diffusionsfeld beider Substanzen, so daB einerseits ein Absinken 
der Konzentration mit der Entfernung vom Kristall gegeben ist, anderer- 
seits aber das Zusammenwirken beider Faktoren sich gerade in der Mitte 
der Gewebekultur erkennen lassen mu8. Die bei dieser Versuchsanordnung 
erzielten Teilungsst6rungen umfassen ein sehr mannigfaltiges Wirkungs- 
spektrum: Absprengungen von Chromosomen, Bildung mehrkerniger Zellen, 
Erzeugung multipolarer Teilungen, Mitosehemmungen, wobei diese Pha- 
nomene auch in ihrer Haufigkeit mit der Zeitdauer der Einwirkung der Sub- 
stanzen variieren. RegelmaBig lieBen sich 24 Stunden nach der Einwirkung 
der Substanzen kernlose Zellen beobachten, die in ihrer 4uBeren Form 
vollig kernhaltigen Fibroblasten gleichen, in denen aber mit Sicherheit im 
Phasenkontrastmikroskop die Anwesenheit eines Kernes ausgeschlossen 





Zur Entstehung chromatinfreier Cytoplasmen durch Teilung 525 


werden kann. Die Abb. 1—3 geben eine derartige kernlose Zelle in ver- 
schiedenen Zeitabstiinden wieder, woraus zugleich ihr Bewegungsverhalten 


Abb. 1—3. Lebender kernloser Fibroblast in Gewebekultur, behandelt mit Diathylstilb- 

éstrol und Testosteron. Abb. 2. 90 Minuten nach Abb. 1; Abb. 3 weitere 75 Minuten 

spiter. Man beachte die KerngréBe in den Nachbarzellen. Phasenkontrast. Obj. 70, 
Okular 10. NachvergréBerung auf 600 x . 


und eine zeitliche Formanderung vom gleichen Typ wie bei kernhaltigen 
Fibroblasten zu erkennen ist. Mit der von uns verwendeten Phasenkontrast- 
optik lassen sich auch innerhalb dieser kernlosen Zellen eindeutig Mitochon- 
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drien nachweisen, die in ihrer raumlichen Verteilung und ihrer Bewegung 
sich ganz analog verhalten, wie es R. Bierling [9] mit der gleichen Optik 
an kernhaltigen Fibroblasten beschrieben hat. Durch die technischen Be- 
dingungen der Gewebekultur war es uns nicht médglich, diese kernlosen 
Zellen linger als 24 Stunden zu beobachten. Teilweise zerfielen diese Ge- 
bilde wihrend dieser Zeitspanne, jedoch ist zu bedenken, daB sie sich wih- 
rend dieser Zeit auch weiterhin unter der Einwirkung der 6strogenen und 
androgenen Faktoren befanden. 

Neben diesen Beobachtungen der kernlosen Fibroblasten mit dem typi- 
schen Erscheinungsbild von Interphasezellen konnten wir auch ihre Her- 
kunft feststellen. In vielen Untersuchungen an derartig behandelten leben- 
den Fibroblastenkulturen wurde der gleiche Teilungstyp beobachtet, wie 
ihn M. Albrecht fiir die Promyelocyten beschrieben hat. In der Mitose 
kommt es nicht zu einer Trennung der Chromosomensiatze, das gesamte 
Chromatin wird in einer Zellhalfte gesammelt, und es findet dann eine Plasma- 
teilung statt mit allen Erscheinungsbildern, als ob das Chromatin vorher 
verteilt gewesen wire. Es kommt zu einer nahezu symmetrischen Halbierung 
des Plasmas und unter lebhaften Bewegungen zur vdélligen Abtrennung 
einer chromatinfreien Plasmahilfte, die sich weiterhin — wie bei einer 
chromatinhaltigen — in kurzer Zeit zu dem formkonstanten Zustand des 
Interphaseplasmas rekonstruiert. Durch diese direkten Beobachtungen er- 
scheint es uns gesichert, daB bei einer St6rung der mitotischen Chromoso- 
mentrennung die Plasmateilung fortgesetzt werden kann und sich in ihrem 
Ablauf morphologisch wie bei einer normalen Mitose verhalt. In Zeitraffer- 
filmaufnahmen konnten wir noch die folgende Teilungsform verfolgen: in 
einem Fibroblasten in Mitose verschieben sich die Chromosomen an eine 
Seite der Zelle, das Plasma verschiebt sich auf die entgegengesetzte Seite, 
so daB ein gréBerer chromatinfreier Bezirk entsteht; anschlieBend erfolgt 
eine Trennung der Chromosomen auf der einen Seite der Zelle und dann 
eine Teilung des Plasmas in drei ,,Zellen“‘, zwei mit und eine ohne Chroma- 
tin. Wir halten nach unseren Beobachtungen dieses Phinomen der Fort- 
setzung der Plasmateilung bei gestorter Kernteilung fiir genereller vorkom- 
mend, als man es bisher annehmen muBte. Die Befunde von M. Albrecht 
demonstrieren eine spezifische Wirkung eines spezifischen chemischen Fak- 
tors an einer speziellen Zellart. Wenn unsere Befunde auch hauptsichlich 
mit der geschilderten Kombination erhoben wurden, so haben wir jedoch 
gleichartige Vorgange auch unter der Wirkung anderer chemischer Fak- 
toren wie Adrenochrom und Chelidonin beobachten kénnen. Weiterhin 
konnten wir auch gleichartige Vorgiinge an anderen Zellarten, z. B. dem 
HeLa-Zellstamm (menschliches Cervix-Carcinom), unter der Einwirkung 
von Diathylstilbéstrol und Testosteron feststellen. 

Fiir das allgemeine Problem der Zellteilung demonstrieren die beschrie- 
benen Versuche erneut Kern- und Plasmateilung als voneinander unab- 
hangige Vorginge. Im normalen Ablauf der Mitose sind beide Vorginge 
zeitlich koordiniert; durch geeignete Milieubedingungen kann entweder die 
Plasmateilung unterdriickt werden oder aber ablaufen, auch wenn die 
Kernteilung gehemmt ist. 
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In einer friiheren Arbeit wurde auf die Bedeutung der Inaktivierung der 
Mitochondrien wahrend der Plasmateilung und ihrer Reaktivierung bei der 
Rekonstruktion des Plasmas von Fibroblasten nach der Teilung hinge- 
wiesen [10]. Die hier beschriebenen Beobachtungen zeigen, daB der Ablauf 
der Plasmateilung und die Rekonstruktion des geteilten Plasmas nicht an die 
Verteilung der Chromosomen gebunden ist. Wir fanden friiher, daB Plasma- 
teile ohne Mitochondrien oder Zellen mit inaktivierten Mitochondrien nicht 
formstabil sind. In den kernlosen Cytoplasmen sind die Mitochondrien mor- 
phologisch eindeutig erkennbar; ihre Fahigkeit zur Ausbildung eines form- 
konstanten Interphaseplasmas nach der Teilung mu8 durch die Anwesen- 
heit der Mitochondrien bedingt sein. 
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The reproduction of plant and animal cells requires the formation of the 
mitotic spindle and associated structures to which the term mitotic apparatus 
has been applied by Mazia and Dan (1952). The mitotic apparatus is not a 
small structure ; in fact, it occupies a large part of the volume of the dividing 
cell in many cases. Its water content is not especially high. Mitchison 
and Swann (1953) calculate from refractive index measurements with the 
interference microscope that the solid content of the spindle of dividing 
sea urchin eggs is about the same as that of granule-free cytoplasm. All 
available information suggests that the mitotic apparatus (with the excep- 
tion of the chromosomes and centrioles) is formed at the time of division and 
breaks down when division has been completed. In short, when a cell is 
dividing a substantial proportion of its substance is invested in the mitotic 
apparatus. The object of our study was to determine the magnitude of this 
investment. 

Most of the volume of the mitotic apparatus is occupied by the spindle and 
(where they can be seen) by the asters. There is no longer any question of the 
physical “reality” of these structures, since they have been observed in 
detail in the living condition by advanced techniques of polarization micro- 
scopy (Inoue 1953) and have been isolated in quantity (Mazia and Dan 
1952, Mazia 1955). The mass isolation has permitted chemical analyses 
of purified mitotic apparatus which tell us that it is composed largely of 
proteins, as would be expected from general experience with fibrous cell 
structures. What is perhaps more surprising is the evidence, suggestive but 
not quite conclusive (Mazia 1955), that the protein of the spindles and asters 
is relatively homogeneous, that we are dealing with a problem of assembly 


1 This work was supported by the Office of Naval Research (Nonr-222 [24]; NR. 
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of protein molecules of one kind. The question becomes: how much of the 
total protein is invested in the protein of the mitotic apparatus in the divid- 
ing cell? 

Mazia and Dan (1952) considered this problem for the case of the first 
cleavage of the sea urchin Strongylocentrotus franciscanus, by analyzing 
the total protein per cell and the protein per mitotic apparatus. They re- 
ported that mitotic apparatus accounted for about 2 percent of the protein 
of the cell, stating that this figure had ‘“‘only order of magnitude significance, 
as the accuracy of the counts is not very high.”’ We have now returned to 
the problem, attempting to take advantage of an improved method of 
isolating the mitotic apparatus, a more sensitive method of protein analysis, 
and more accurate counts. 


Methods 
Experimental material 


The eggs of Strongylocentrotus purpuratus were used in this study. This 
egg has a diameter of 80 microns contrasted with a diameter of 120 microns 
for S. franciscanus. This point is of some importance since there may be 
a relationship between the relative mass of the mitotic apparatus and the 
size of the cell. 

After shedding induced by the injection of 0.5 M KCl, the eggs are treated 
with a trypsin-chymotrypsin mixture (1 mg. of each crystalline enzyme per 
100 ml. sea water) to digest the vitelline membranes and thus avoid the 
appearance of fertilization membrane. They are then inseminated and 
permitted to develop to a stage where most of the cells were in metaphase 
of anaphase of the first cleavage. The eggs are now quickly concentrated 
by centrifugation, suspended in 30 percent ethanol at — 10°, and kept in 
this medium at this temperature. 


Isolation of the mitotic apparatus 


In the original work of Mazia and Dan, the mitotic apparatus was iso- 
lated by first stabilizing it with H,O,, then dispersing the cytoplasm with 
the detergent Duponol. This method has now been replaced by a simpler 
method employing the natural detergent, digitonin. Digitonin solubilizes 
the cytoplasm selectively without dispersing the motitic apparatus, and the 
employment of H,O, is unnecessary. 

After the eggs have been in 30 percent ethanol at — 10° for at least 24 
hours, they are suspended in 0.5 percent digitonin solution at 0°C. or at 
room temperature. (Digitonin in solution tends to aggregate and precipitate, 
therefore it is necessary to clear the solution by heating just before use, after 
which it is cooled to the experimental temperature.) The suspension of eggs 
in digitonin is shaken by hand, which aids the dispersal of the cytoplasm, 
leaving the mitotic apparatus intact and isolated. The mitotic apparatus 
are centrifuged out of the dispersed cytoplasm at low speed, and are washed 
several times with water. Fig. 1 shows such a suspension of isolated mitotic 
apparatus. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 34 
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Counting 


Our problem was to determine the protein content per cell and per mitotic 
apparatus. The easiest approach to this, in principle, is analyze counted 
numbers of cells and of isolated mitotic apparatus. We were dissatisfied 
with the accuracy of all attempts to make these counts by the ordinary 
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Fig. 1. Low power view of a preparation of isolated mitotic apparatus from Strongylo- 

centrotus purpuratus. Prepared by digitonin method. This is representative of the 

distribution of stages (metaphases and anaphases) analyzed for protein in the present 
paper. Phase contrast. 200 


sampling-dilution methods, and therefore decided to count directly the 
number of cells and of mitotic apparatus in the samples analyzed. This is 
feasible now that a sufficiently simple and sensitive method of protein 
analysis is available (see below). The relatively small size of the samples 
required will be seen in Table 1. Fortunately the cells and the mitotic 
apparatus are sufficiently large that low power microscopy can be used and 
large fields can be counted with some accuracy. 
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Protein analysis 


The colorimetric method of Lowry, Rosebrough, Farr and Randall 
(1951), which is based on the reaction of proteins with the Folin-Ciocalteau 
phenol reagent in the presence of Cu, was used. The volumes of reagents 
were scaled to the measurement of amounts of protein in the range of 1-10 
micrograms. The color was read with the Beckman spectrophotometer 
at 750 mu in 0.2 ml. cuvettes of tem. light path (Lowry and Bessey 
1946). In this method, the color yield per unit mass of protein varies some- 
what depending on the protein. The results therefore are relative to the bo- 
vine serum albumin that was used as a standard. 


Table 1. Protein content of whole Strongylocentrotus purpuratus eggs and of mitotic 
apparatus isolated from these eggs. 


Eggs (unfertilized) 
Number chee a 
protein per egg 
(10—5 mg.) (10—5 mg.) 
40 285 
86 480 
65 460 
33 219 
95 530 
19 134 
39 280 
85 490 
136 680 
581 295 


analyzed 


ono 


nm 51 Oo 


wt Oo 


nt 


o 


Average: 6.2 x 10—5 mg. protein per 


Isolated mitotic apparatus 
(metaphase and anaphase stages) 


oe Total Protein per 
protein mitotic apparatus 
(10—5 mg.) (10—5 mg.) 
410 300 
240 
160 
360 


analyzed 


Average: .72 x 10—5 mg. protein per mitotic apparatus 
12 
Fraction of cell protein in mitotic apparatus = 6 — = 11.6%. 


Results 


The results are given in Table 1. It is seen that 11-12 percent of the pro- 
tein of the dividing S. purpuratus egg is associated with the mitotic appara- 
tus as isolated by the digitonin method. 
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Since the actual values will have considerable bearing on our thinking 
about the events taking place in the dividing, the sources of error merit 
closer consideration. 

It is evident from Table 1 that the values for whole eggs are more variable 
than those for isolated mitotic apparatus. Since the counts are equally 
accurate, the variation most probably is attributable to interferences by 
nonprotein constituents of the eggs, which are not present in the isolated 
mitotic apparatus. Obviously, any evaluation from these analyses depends 
on whether material content of the isolated mitotic apparatus is higher than 
that of the mitotic apparatus in vivo because of contamination or lower be- 
cause of losses incurred in the isolation procedure. The most obvious index 
of contamination is the presence of particles, since it is most characteristic 
of the mitotic apparatus in the living cell that it excludes particles of 
microscopic dimensions. In fact, itis this property that permits us to identify 
it in vivo. By this criterion, the preparations isolated by the digitonin method 
are fairly free from cytoplasmic contaminants. It might be argued that the 
isolated mitotic apparatus includes a good deal of matrix material as well 
as the microscopic fibers that are its most impressive feature, but it has 
been shown elsewhere (Mazia 1955) that this distinction between fibers and 
matrix is rather artificial and that it is probably more valid to consider the 
whole mitotic apparatus to be a gel in which the fibers are regions of higher 
orientation or condensation of polymerized protein. For these reasons, it 
does not seem likely that our values for the protein content of the mitotic 
apparatus are too high because of the presence of extraneous material. 

On the other hand, it is difficult to gainsay the possibility that protein is 
lost during the isolation. The procedure yields mitotic apparatus showing 
all of the expected structural features, but we cannot decide, at present, 
whether the mitotic apparatus in the living condition may or may not con- 
tain readily soluble proteins which are lost in the isolation but which may be 
highly significant for its function. 

For these reasons, we think it more likely that any errors in our deter- 
mination are more likely to yield values for the protein content of the mitotic 
apparatus that are low rather than high. 


Discussion 
The origin of the protein of the mitotic apparatus 


One of the problems much discussed by the cytologists is whether the 
substance of the mitotic apparatus is of nuclear origin. A simple calculation 
tells us that this is not the case in the dividing sea urchin egg. For these 
calculations, we use 80 microns as the diameter of the S. purpuratus egg, 
11 microns as the diameter of its nucleus, and 1.2 as the density of proteins. 
A single mitotic apparatus in S. purpuratus contains about 0.7 x 10-5 mg. 
of protein, an amount which would occupy a volume of about 6000 cubic 
microns when dry. The total volume of a sea urchin egg nucleus is about 
800 cubic microns. Thus the nucleus could not possibly contain enough 
protein to form a mitotic apparatus. If we make a more realistic calculation 
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based on Mitchison and Swann’s (1953) figure of 16 percent dry matter in 
the sea urchin nucleus, it comes out that the nucleus could contain only about 
0.015 x 10-5 mg. or about 2 percent as much protein as is recovered with 
the mitotic apparatus. Even if we neglect the asters and assume that only 
the spindle is of nuclear origin, simple observation tells us that the spindle 
must account for more than 2 percent of the mass of the mitotic apparatus. 
Therefore it is impossible to conclude that the mitotic apparatus or even the 
spindle of the sea urchin egg is derived from the nucleus, and hence it is 
impossible to support the generalization that the spindle is derived from the 
“nuclear sap.” 

It may be true that in some cases the mitotic machinery comes from the 
nucleus, for there are instances where the whole apparatus is intranuclear. 
It may also be true that in our case the nucleus contributes some important 
constituent that is present in small amounts. Our data do not tell us what 
the role of the nucleus in the formation of the substance of the mitotic appa- 
ratus may be, but only that it does not physically come from the nucleus 
at the time of division. 

There is no contradiction between this conclusion and the cytological 
correlations between nuclear behavior and the formation of the mitotic 
apparatus, such as are discussed by Schrader (1953) in his summary of 
the earlier evidence on this question. The microscopist has no means of 
identifying the substance of the mitotic apparatus but recognizes it by the 
orientation of visible fibers. It is highly likely that the orientation is deter- 
mined by the chromosomes as well as by the centrioles or their equivalents, 
but this has no necessary bearing on the origin of the material that is being 
oriented. 


The time of formation of the substance of the mitotic 
apparatus 


The analyses given above tell us that the mitotic apparatus involves a 
large percentage of the total protein of the dividing cell, and other evidence 
(Mazia 1954 a) suggests that this protein is largely of one kind. This raises 
the question, whether the protein is formed at the time of division or pre- 
exists in a form that is not recognizable as a mitotic apparatus. There is 
no evidence of such a large net increase in cell protein at the time of division, 
and there are reasons (summarized by Mazia 1954) for thinking that during 
division the cell is rather inactive synthetically. 

While this evidence or lack of evidence is not conclusive, it may be in- 
structive to consider the alternative possibility, that the cell that is prepared 
for division contains a supply of the protein from which the mitotic apparatus 
is to be made. In the case of the sea urchin egg, we know that asters appear 
within a few minutes after fertilization. We also know, from the work of 
Heilbrunn and his collaborators, that the actual appearance of the spindle 
is anticipated by gelation of the cytoplasm. Heilbrunn and Wilson (1948) 
suggest that “mitotic gelation” is the first step in the formation of the 
spindle, and this would imply that the material of the mitotic apparatus 
was present before the spindle could be identified. Finally, Mazia and 
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Kane have recently recovered a soluble protein from the unfertilized sea 
urchin egg which has some of the chemical properties of the isolated mitotic 
apparatus, and which loses solubility at the time the mitotic apparatus begins 
to form. This study will be reported elsewhere. In short, the fragments of 
evidence that are available favor the old hypothesis (Boveri 1888) that the 
mitotic apparatus is assembled from material that exists in the cell before 
division. 

On the basis of either hypothesis, the results reported here confront us 
with problems in the biochemical economy of reproducing cells that have 
not received much serious consideration. Either the cell must synthesize 
during division a quantity of protein that can amount to as much as 12 per- 
cent of its total protein content and destroy it after division or it contains 
such a large amount of appropriate structure-protein in anticipation of 
division. 

Summary 


1. In the dividing egg of the sea urchin Strongylocentrotus purpuratus, 
the mitotic apparatus contains about 12 percent of all the protein of the 
cell. This is an average figure for metaphase and anaphase stages. 

2. These findings exclude the generalization that the material of the mi- 
totic apparatus or of the spindle alone come from the nucleus. In this cell 
the protein content of the nucleus cannot be more than 2 percent of that of 
the mitotic apparatus. 

3. The division of this cell either requires the synthesis of this large 
amount of protein during mitosis or its provision in the cell before division. 
The evidence favors the latter view. 
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Wasser und Lipide in Chloroplasten 


Von 


Wilhelm Menke und Gertrud Menke 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biologie, Abteilung Melchers, Tiibingen 
Mit 5 Textabbildungen 


(Eingelangt am 30. September 1955) 


Die erste Annahme, die den folgenden Untersuchungen zugrunde liegt, 
ist die, daB beim Wasserverlust durch Trocknen sich die Molekiile und iiber- 
molekularen Bausteine der Chloroplasten so eng zusammenlagern, da8 der 
wasserfreie Chloroplast keine luftgefiillten Liicken enthilt. Diese Annahme 
ist zutreffend, wie die Beobachtungen im Licht- und Elektronenmikroskop 
und auch die geringe Lichtstreuung angetrockneter Schichten von isolierten 
Chloroplasten zeigen. Daher kann man den Wassergehalt der Chloroplasten 
als Differenz der Volumina von wasserhaltigen und wasserfreien Chloro- 
plasten bestimmen. Die zweite Annahme besagt, daB die gegenseitigen 
Lagebeziehungen zwischen den molekularen und iibermolekularen Bau- 
elementen der Chloroplasten beim Trocknen im wesentlichen erhalten blei- 
ben, daB also die strukturerhaltenden intermolekularen Krafte im Chloro- 
plasten gréBer sind als die beim Wasserentzug wirksam werdenden Grenz- 
flichenkrafte. Auch diese Annahme diirfte fiir die im folgenden angestellten 
Uberlegungen in hinreichendem MaB zutreffen. Viele Moose ertragen nim- 
lich einen wiederholten Wasserentzug ohne Schaden. Kame es dabei im 
Chloroplasten zu Strukturzerstérungen, so kénnten die Chloroplasten nach 
Wiederbefeuchten nicht so schnell ihre normale Lebenstatigkeit wieder 
aufnehmen. Ebenso zeigt das Verhalten der Doppelbrechung der Chloro- 
plasten beim Wasserverlust, daB dabei der normale Feinbau in einem ge- 
wissen Ausma8 erhalten bleibt. Daher kann man von der Anisotropie der 
Gestaltinderung beim Wasserentzug auf den Feinbau der Chloroplasten 
oder, da dieser in seinen Grundziigen bekannt ist, auf die raumliche Ver- 
teilung des Wassers in den Chloroplasten schlieBen. Die dritte Annahme 
betrifft die Gestaltaénderungen bei Extraktion der Lipide. Auch hier nehmen 
wir an, daB bei der Extraktion der wasserfreien Chloroplasten sich die raum- 
liche Anordnung der Strukturelemente des zum gréBten Teil aus Proteiden 
bestehenden Extraktionsriickstandes nicht geaindert hat, daB aber die durch 
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Extraktion der Lipide entstandenen Liicken sich unter Wirkung der Ober- 
flichenspannung und von Kohasionskraften beim Verdunsten des Lésungs- 
mittels schlieBen. 


Experimentelles 


Die experimentellen Unterlagen fiir diese Arbeit sind also GréBenmes- 
sungen an Chloroplasten. Diese wurden so vorgenommen, da8 wir Chloro- 
plasten bei starker VergréBerung (Zeiss Apochromat HI 120, 1,3; Kompen- 
sationsokular 10) mit einem Abbeschen Zeichenapparat zeichneten, und 
zwar in Frontal- und Profilstellung. Die Fliche F der Chloroplasten in 
Frontalstellung wurde dann durch Planimetrieren, die Dicke d der Chloro- 
plasten in Profilstellung mit einer MeBlupe gemessen. Das Volumen V 
wurde als abgeplattetes Rotationsellipsoid nach der Formel 


2 
veges 


berechnet. Da dieses MeBverfahren ziemlich ungenau ist und die GréBen 
der einzelnen Chloroplasten stark streuen, muBte eine gréBere Zahl von 
Chloroplasten aus verschiedenen Zellen und verschiedenen Blattern aus- 
gemessen werden. Die in dieser Arbeit mitgeteilten gemessenen GréBen 
sind arithmetische Mittel aus je 200 bis 400 Messungen. Zur Beurteilung 
der Genauigkeit wurden zu allen gemessenen GréBen die Standardabwei- 
chungen der arithmetischen Mit «1 nach der Formel 


1 n 
83 =\s @—iy & em) 


i=1 





bestimmt. In dieser Formel bedeuten 2,, x,, . . . 2 die gemessenen GréBen, 
x das arithmetische Mittel dieser GréBen, p,, p,, . . . pi die Haiufigkeiten der 
einzelnen gemessenen GrdBen und n die Anzahl der Messungen. Die Stand- 
ardabweichungen der abgeleiteten GroBen wurden dann nach dem GauB- 
schen Fortpflanzungsgesetz der mittleren Fehler berechnet. Die Umrech- 
nung der in Millimeter bzw. in Quadratmillimeter gemessenen Werte in 
Mikron bzw. Quadratmikron erfolgte durch Multiplizieren mit einem Faktor, 
der mit Hilfe eines Objektmikrometers bestimmt worden war. Die Rech- 
nungen wurden mit der Genauigkeit der fiinfstelligen Logarithmentafel 
ausgefiihrt, die in dieser Arbeit angegebenen Zahlen aber in der iiblichen 
Weise abgerundet. 

Als Versuchsobjekte dienten die Chloroplasten der Blattzellen von 
Allium Porrum L. und der Blattchen von Plagiochila asplenioides Dum., 
die keine Stirke enthalten. AuBerdem werden einige Ergebnisse alterer 
Messungen an Chloroplasten von Spinacia oleracea L. und Mnium rostratum 
(Schrader) mitgeteilt. Von drei nebeneinanderliegenden Blattchen bzw. von 
einer gréBeren Zahl von Blattquerschnitten wurde ein Praparat sofort in 
Wasser untersucht, wihrend die beiden anderen im Vakuumexsikkator 
tiber Kieselgel getrocknet wurden. Ein zweites Praiparat wurde nach etwa 
24 bis 48 Stunden langem Trocknen in Paraffindl untersucht. Das dritte 
Praparat wurde nach dem Trocknen mit Methanol, Ather und Dioxan bei 
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Zimmertemperatur extrahiert, darauf in Wasser iibergefiihrt und mit 
Fuchsin § in wasseriger Lésung schwach angefairbt. Nach kurzem Wassern 
wurden die -Praparate wieder im Vakuum getrocknet und in Paraffinél 
untersucht. Von Plagiochila wurde noch eine weitere MeGreihe an Blattchen 
vorgenommen, die 12 Stunden bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 43% 
gelegen hatten. Ferner wurden Chloroplasten von Blaittchen ausgemessen, 
die 30 Minuten bis eine Stunde bei 43% relativer Luftfeuchtigkeit gelegen 
hatten und dann in Wasser untersucht wurden. Hier wurde nur der Durch- 
messer 27 der kugelf6rmig angeschwollenen Chloroplasten bestimmt. 

Zur Steigerung der Kontraste wurden alle Messungen in blaugriinem 
Licht (Interferenzfilter von Schott & Gen., A,,,, = 492 my, HW = 12 my 
und hellem Blaufilterglas) vorgenommen. 


Der Wassergehalt der Chloroplasten 


Die Ergebnisse der Messungen und die daraus berechneten Volumina 
sind in Tab. 1 zusammengestellt. Aus diesen Werten errechnet man den 
Wassergehalt der Chloroplasten von Alliwm Porrum zu 73 + 3% (Vol./Vol.) 


Tabelle 1. 





Volumen der Chlo- 
roplasten 


Flache der Chloro- | Dicke der Chloro- 
plasten in Fron- | plasten in Profil- 
talstellung stellung 





Allium Porrum 
normal 28,9 + 0,5 p? 2,34 + 0,02 p 45,1 + 0,9 p® 
wasserfrei 19,7 + 0,4 0,94 + 0,01 12,4 + 0,3 
lipidfrei 21,3 + 0,6 0,4 6 

Plagiochila aspl. 

19,1 + 0,3 2,00 + 0,02 25,4 + 0,4 

43% rel. F 14,1 + 0,2 0,89 + 0,01 8,4 + 0,2 

wasserfrei 13,9 + 0,2 0,73 + 0,02 6,8 + 0,2 

lipidfrei 13,0 + 0,2 0,35 3 


Durchmesser 











4,83 + 0,04 59,2 + 0,8 


und den Wassergehalt der Chloroplasten von Plagiochila asplenioides zu 
73 + 2%. Friihere Messungen hatten fiir die Chloroplasten von Plagiochila 
einen Wassergehalt von 73 + 3% ergeben. Fiir die Chloroplasten von 
Mnium rostratum fanden wir damals einen Wassergehalt von 79 + 3% und 
fiir die Chloroplasten von Spinacia oleracea von 79 + 3%. Bei diesen Werten 
konnte die Volumkontraktion des Wassers infolge Hydratation nicht beriick- 
sichtigt werden. Aus den Angaben der Tabelle kann man ferner berechnen, 
daB der Wassergehalt der Chloroplasten von Plagiochila bei 43% relativer 
Luftfeuchtigkeit auf 19% fiel. Entgegen unseren Erwartungen hatten die 
Zellen diesen Wasserentzug nicht vertragen ; beim Wiederanfeuchten erwiesen 
sie sich nimlich als tot. Pflinzchen von einem etwas trockeneren Standort 
konnten ohne Schiadigung 48 Stunden lang im Exsikkator bei 43%, relativer 
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Feuchtigkeit gehalten werden. Es handelte sich dabei aber keineswegs um 
die bekannte Trockenform von Plagiochila. Werden die Pflainzchen zuerst 
30 Minuten oder linger bei 43% relativer Feuchtigkeit im Exsikkator ge- 
trocknet und dann in Wasser gelegt, so schwellen die Chloroplasten zu 
kugelférmigen Gebilden an (Abb. 1). Dabei nimmt ihr Volumen mehr als 
um das Doppelte zu und ihr Wassergehalt steigt auf 89%. Die Riickkehr 
zum normalen Wassergehalt und zur normalen Gestalt erfolgt nur langsam 
im Laufe mehrerer Stunden. Diese Vorgiinge sind vital. Sowohl das regel- 
maBige Anschwellen zur Kugelform wie auch die Riickbildung zur Normal- 
form erfolgen nur in der lebenden Zelle. Auf die bei diesen Vorgingen zu 
beobachtenden bemerkenswerten Erscheinungen wird noch eingegangen 
werden. 


Verteilung des Wassers in den Chloroplasten 


In Abb. 1 sind die Gestalt- und GroBeninderungen von Plagiochila-Chlo- 
roplasten als mafstabliche 


Iv Skizze dargestellt. Man sieht 
ns ohne weiteres, daB bei Wasser- 
entzug die Dicke der Chloro- 


Wasserentzug plasten stairker abnimmt als 
bei 43% rel. F der Durchmesser. Um ein MaB 
fiir diese Anderung zu erhal- 
ten, bildet man den Quotien- 
ten aus derrelativen Anderung 
Gestol! ~-und GréGeninderungen der Dicke und der relativen 
ie oe der Chioroplesten von Anderung des Durchmessers 
iceaicinatini | ~~ ae i der Chloroplasten beim Trock- 
“aan Lid saaliies nen. Bezeichnet man die Dicke 
ronan der Chloroplasten mit d, die 
Abb. 1. Abnahmeder Dicke mit —Ad 
und den Durchmesser mit 

2r, die Abnahme des Durchmessers mit —A 27, so ergibt sich 


—Ad:d _2rAd 
—A2r:2r dA2r’ 


Wasserentzug 
bei 0% rel. F. 


Durch Einsetzen der entsprechenden Werte aus Tab. 1 erhalt man fiir die 
Chloroplasten von Alliwm Porrum den Quotienten 3,4 und fiir Plagiochila 
den Quotienten 4,4. Man kénnte diese GréBe als Quellungsanisotropie be- 
zeichnen, doch mu man sich dabei im klaren sein, daB es sich nicht um 
reine Quellungs- und Entquellungsvorgiinge handelt, sondern da’ Osmose 
ebenfalls eine Rolle spielt. Anschaulich bedeuten die erhaltenen Zahlen, daB 
die prozentuale Abnahme der Dicke 3,4 bzw. 4,4mal so groB ist wie die pro- 
zentuale Abnahme des Durchmessers. 

Solche Gestaltsinderungen beim Wasserentzug kann man bei einem 
Quellkérper, der aus Lamellen besteht, erwarten. Unter der vereinfachen- 
den Annahme, da8 die Lamellen monomolekular sind, kann man nun die 
Volumina des interlamellar und des intralamellar eingelagerten Wassers 
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berechnen. Zu diesem Zweck denkt man sich den Wasserentzug in zwei 
Schritte zerlegt, und zwar 148t man zunachst nur die Dicke abnehmen, 
wahrend der Durchmesser konstant bleibt und berechnet fiir den so erhal- 
tenen Korper ein Volumen V,,. Die Menge des interlamellar einge- 
lagerten Wassers ist dann gleich der Differenz des Volumens des normalen 
Chloroplasten V,,,., und des Volumens V,,. Danach la48t man auch den 
Durchmesser abnehmen. Das Volumen des intralamellar eingelagerten 
Wassers ist dann gleich der Differenz aus V,, und dem Volumen der was- 
serfreien Chloroplasten V_y5. Die Rechnung ergibt nun, da8 in die Chloro- 
plasten von Alliwm Porrum 82% und in die von Plagiochila 87% des Was- 
sers interlamellar eingelagert sind. Bei den Chloroplasten von Spinacia 
oleracea hatte die Bestimmung des interlamellar eingelagerten Wassers 80°% 
des Gesamtwassers ergeben. Diese Ergebnisse dirfen natiirlich nur als erste 
Naherung an die wahren Verhaltnisse gewertet werden. Will man spezielle 
Angaben iiber den Feinbau vermeiden, so kann man auch sagen, daB unge- 
fahr 80% des Gesamtwassers oder etwas mehr so in die Chloroplasten einge- 
lagert sind, daB seine Entfernung zu einer Abnahme ihrer Dicke fihren 
wirde. 


Verteilung der Lipide im Chloroplasten 


Entsprechende Uberlegungen lassen sich auch hinsichtlich der Vertei- 
lung der Lipide anstellen. Abb. 1 zeigt, daB die Volumabnahme der Chloro- 
plasten bei Extraktion der Lipide praktisch nur auf Kosten der Chloro- 
plastendicke erfolgt, wihrend der Durchmesser fast gleich bleibt. Der 
mittlere Durchmesser der Chloroplasten von Allium Porrum ist nach der 
Extraktion der Lipide gegeniiber dem der wasserfreien, aber lipidhaltigen 
Chloroplasten sogar von 5,0 auf 5,2 u angestiegen. Dieser Unterschied ist 
zwar signifikant, aber es besteht immerhin eine Wahrscheinlichkeit von 
etwa 2%, daB man ein solches Ergebnis auch dann erhalt, wenn die Durch- 
messer gleich geblieben sind. Demgegeniiber hat der Durchmesser der Chloro- 
plasten von Plagiochila bei der Extraktion von 4,2 auf 4,1 1 abgenommen. 
Diese Abnahme erwies sich als statistisch gesichert. Bei Spinacia oleracea hatte 
der Durchmesser bei Extraktion wiederum ganz wenig, aber hier innerhalb 
der Fehlergrenzen, zugenommen. Fiir diese Unterschiede lieBen sich Er- 
klarungen angeben, die aber nicht zwingend sind. Da die Unterschiede 
nur GréBen zweiter Ordnung betreffen, so begniigen wir uns mit der Fest- 
stellung, daB der Durchmesser der Chloroplasten bei Extraktion der Lipide 
in erster Niherung unverandert bleibt. Demgegeniiber nehmen die Dicke 
und das Volumen auf etwa die Halfte ab. Genauere Angaben kénnen nicht 
gemacht werden, weil die Chloroplasten bei der Extraktion so diinn werden, 
da8 ihre Dicke im Mikroskop aus optischen Griinden nicht mehr genau ge- 
messen werden kann. Somit ergibt sich in Ubereinstimmung mit den Er- 
gebnissen polarisationsoptischer Untersuchungen (Menke 1943) auch fiir 
die Lipide eine Anordnung in Lamellen. In keiner Weise ist das Ergebnis 
jedoch mit der Annahme zu vereinen, da die Lipoproteidlamellen, welche 
die Chloroplasten aufbauen, aus korpuskularen Teilchen bestehen, die von 
Lipiden umhiillt sind. 
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Nach ilteren Analysen enthalten die Spinatchloroplasten etwa 48% 
(Gew./Gew.) Proteine und 37% Lipide (Menke 1938). Durch Umrechnung 
dieser Gewichtsprozente auf Volumina, wozu das spezifische Volumen der 
Lipide pyknometrisch bestimmt und das spezifische Volumen von Proteinen 
der Literatur entnommen wurde, fanden wir, daB im Chloroplasten das 
Volumen der Proteine gleich oder nahezu gleich dem Volumen der Lipide 
ist, in Ubereinstimmung mit der hier beobachteten Abnahme des Volumens 
der Chloroplasten bei Lipidextraktion auf ungefahr die Halfte. Nun haben 
die Proteinlamellen der Chloroplasten gréBenordnungsmaBig eine Dicke 
von 100 A, die Lipiddoppellamellen eine solche von 50 A. Da die Volumina 
von Lipiden und Proteinen im Chloroplasten gleich sind, bedeutet das aber, 
da8 auf jede Proteinlamelle von 100 A zwei Lipiddoppellamellen kommen. 
Ein solches Gebilde nennen wir eine Lamellengruppe. Die elektronenmikro- 
skopischen Aufnahmen von Steinmann und Sjéstrand (1955) waren 
danach so zu deuten, daB zumindest die Proteinlamellen der Grana von 
einer Lipiddoppellamelle umhiillt sind. 

Die Dicke einer Lamellengruppe betrigt also etwa 200 A. Die mittlere 
Dicke der wasserfreien Spinatchloroplasten betragt 0,79 uy. Die mittlere 
Zahl der Lamellengruppen ware dann etwa 40. Wir sehen das Ergebnis 
dieser Uberschlagsrechnung, soweit sie die Dicke und die Zah] der Lamellen 
und Lamellengruppen angeht, keineswegs als endgiiltig an, sondern be- 
trachten es nur als erste Naherung; denn einmal wurde dabei die Grana- 
struktur nicht beriicksichtigt, und zum anderen diirften ungefaihr 30% der 
Proteine nicht in die Lamellen eingebaut sein. Ferner ist die Dicke der 
Proteinlamellen nicht genau bekannt. Messungen mit Hilfe des Elektronen- 


mikroskops hatten fiir die Dicke der Granalamellen einen vorlaufigen Wert 
von 81 + 18 A, fiir die Stromalamellen von 55 + 12 A ergeben. Aber es 
fragt sich, inwieweit sich die Dicke bei der Préparation geindert hatte. 


Die Schichtenstruktur 


Wenn man nun annehmen wiirde, daB die Lamellengruppen mit gleichen 
Abstinden iiber den Chloroplasten hin verteilt waren, so ergiben sich Was- 
serschichten, die so dick waren, daB man besondere, weitreichende Krafte 
zwischen den Lamellengruppen als wirksam annehmen miiBte, wenn ein 
solches Gebilde die notwendige Stabilitat besitzen sollte. Aber eine solche 
Anordnung mit regelmaBigen Abstinden der einzelnen Lamellengruppen 
stimmt auch nicht mit dem iiberein, was man unter bestimmten Umstianden 
schon im Lichtmikroskop sehen kann, namlich, da die Chloroplasten einen 
groberen Schichtenbau besitzen. Diese Schichten wurden 1939 an gefarbten 
Mikrotomschnitten bei Anthoceros zum erstenmal nachgewiesen und photo- 
graphiert (Menke und Koydl), sie konnten 1940 bei Anthoceros und bei 
anderen Pflanzen mit Hilfe des Ultraviolettmikroskops deutlicher abgebildet 
werden (Menke). Damals war auch schon erkannt worden, daB die Grana 
dort, wo sie vorhanden sind, Bestandteile dieser Schichten sind und daB sie 
haufig in Reihen iibereinander liegen, Tatsachen, die von Strugger (1947, 
1951) bestatigt werden konnten. Besonders iiberzeugend sind diese Schichten 
in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Fucus-Chromatophoren 
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durch Leyon und von Wettstein (1954) abgebildet worden. Hier be- 
stehen sie freilich nach unserer Auffassung nur aus zwei Lamellengruppen. 
An Mooschloroplasten lassen sich diese Schichten nun auch im lebenden 
Zustand mit groBer Deutlichkeit nachweisen, und zwar dann, wenn die 
Chloroplasten, nach maéBigem Austrocknen in Wasser gebracht, ihr Volumen 
um mehr als auf das Doppelte des Normalen vergr6éBert haben (Abb. 2). Dann 
treten die Schichten so weit auseinander, daB sie auch im Lichtmikroskop zu 
sehen sind. In giinstigen Fallen kann man erkennen, daB die auBerste 
Schicht den Chloroplasten wie eine Hiille umgibt. Die inneren Schichten 
liegen entweder noch einigermaBen parallel zueinander oder sind mehr oder 
weniger verworfen. Die Zahl der erkennbaren Schichten schwankt zwi- 
schen fiinf und zehn. Manchmal scheint das ganze Schichtenpaket ge- 
faltet zu sein, ihnlich wie in den jungen Plastiden von Fucus vesiculosus 


e 
Abb. 2. Chloroplasten von Plagiochila asplenioides: a normale Chloroplasten in 


Frontalstellung, b Chloroplasten, die nach maBigem Austrocknen durch Wiederauf- 
nahme von Wasser stark angeschwollen sind. Vergr. 1700fach. 


(D.von Wettstein 1954). Die Chloroplasten von Plagiochila sind fiir 
solche Studien wegen ihrer Kleinheit nicht besonders giinstig, und die in 
Abb. 2 wiedergegebenen Aufnahmen geben nur einen recht unvollkommenen 
Kindruck. Als viel geeigneter erwiesen sich die gréBeren Chloroplasten von 
Mnium rostratum. In diesen kann man die Stairkekérner in Brownscher 
Bewegung beobachten, woraus folgt, daB die Starke nicht in den Schichten 
gebildet wird, sondern da sie in den wasserreichen Zwischenbereichen 
liegt, wie schon Strugger (1951) angegeben hat. Die Grana geraten nie 
in Brownsche Bewegung. Sie sind mit der Lamellarstruktur der Schichten 
unléslich verbunden. Eine Trennung von Stroma- und Granalamellen ist 
nur unter Zerstérung der Grana mdglich; denn die Stromalamellen durch- 
ziehen auch die Grana. Die Aufschliisse, die man an stark angeschwollenen 
Mooschloroplasten gewinnen kann, erscheinen deshalb bemerkenswert, 
weil man hier sicher nicht durch Artefakte getiuscht wird, wie das bei fixier- 
tem Material und pathologisch verainderten Chloroplasten méglich ist. 
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Austrocknen und Wiederbefeuchtetwerden durch Tau oder Regen sind ja 
Vorgiinge, die gewisse Moose am natiirlichen Standort lingere Zeit hin- 
durch manchmal tiglich erleben. Auf diese Erscheinungen wird an anderer 
Stelle noch einmal eingegangen werden. Es soll jedoch schon hier darauf 
hingewiesen werden, daB sich mit der hier beschriebenen Methode der Schich- 


tenbau der Chloroplasten ohne besonderen Aufwand im Praktikum zeigen 
1aBt. 


Die chemische Zusammensetzung einzelner Chloroplasten 


Die oben beschriebenen Volumbestimmungen erméglichen es, einige 
Angaben iiber die mittlere chemische Zusammensetzung einzelner Chloro- 
plasten zu machen. Das mittlere Volumen der Spinatchloroplasten betrug 
34 . 10-12 em, das Volumen der wasserfreien Chloroplasten 7,3 . 10—!? em®. 
Das spezifische Gewicht der aus Blattern isolierten Chloroplasten wurde 
pyknometrisch zu 1,20 gem~* bestimmt. Dies ist das spezifische Gewicht 
der wasserfreien Chloroplastensubstanz. Bei einem Wassergehalt der Spinat- 
chloroplasten von 79% (Vol./Vol.) diirfte das spezifische Gewicht der Chloro- 
plasten in der lebenden Zelle etwa 1,04 gem—* betragen. Ein wasserhaltiger 
Chloroplast wiegt dann im Mittel 35,4 . 10—!? g und ein wasserfreier Chloro- 
plast 8,8 .10~' g. Ferner enthalt ein normaler, wasserhaltiger Chloroplast 
im Mittel 26,6. 10~—!2 ¢ Wasser, 3,9. 10—!2 g Protein, 3,2. 10—!2 g Lipide 
und einen Rest von 1,7. 10~—!* g, der aus Mineralsalzen, Kohlenhydraten 
und anderen Verbindungen besteht. Der Chlorophyligehalt, der schon in 
den Lipiden enthalten ist, betrigt 0,68 . 10-12 g oder 7,5 . 10—'6 mol/Chloro- 
plast. Das entspricht 4,5 . 108 Molekiilen Chlorophyll im Chloroplasten. 


Wolken und Schwertz (1954) fanden 1,10. 108 Molekiile Chlorophyll im 
Chloroplasten von Poteriochromnas stipata und 1,02. 10° Molekiile im 
Chloroplasten von Euglena gracilis var. bacillaris. 


Haufigkeitsverteilungen und Fehler 


Die Haufigkeitsverteilung der wichtigsten, durch Messen bestimmten 
GréBen ist in den Abb. 3 und 4 zusammengestellt worden. Die Verteilungen 
sind in erster Naiherung normale, und diese Naherung geht auf jeden Fall 
so weit, daB die Berechnung der Standardabweichung und ihre Beurteilung 
in der tiblichen Weise erfolgen durfte. Bei den Flaichengr68en fallt aber auf, 
daB sehr grobe Abweichungen vom Mittelwert haufiger vorkommen als 
sehr kleine. Die Priifung auf Normalitaét der Haufigkeitsverteilung nimmt 
man am schnellsten durch eine graphische Koordinatentransformation vor, 
indem man die Summenhaufigkeitsprozente in ein Wahrscheinlichkeitsnetz 
gegen die gemessenen GrodBen eintragt. Im vorliegenden Fall unterblieb das 
Umrechnen in y?. Bei normaler Verteilung erhailt man dann eine Gerade. 
Wie Abb. 5 fiir die Flachen der wasserhaltigen Chloroplasten von Plagio- 
chila zeigt, ist die Ubereinstimmung mit einer normalen Verteilung bis zu 
einer Summenhaufigkeit von 70% gut, dann aber bedingt die zu groBe 
Haufigkeit sehr groBer Abweichungen vom Mittelwert und ein damit zu- 
sammenhingender zu schneller Abfall der Verteilungskurve systematische 
Abweichungen von der Linearitaét im Wahrscheinlichkeitsnetz. Ferner 
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zeigen die Verteilungsdiagramme in Abb. 3 und 4 eine gewisse Welligkeit, 
die zwar etwas schwer zu sehen ist, weil wir auf einen Ausgleich zufialliger 
Abweichungen verzichtet haben. Da es naheliegt, anzunehmen, daB diese 
Welligkeit in Beziehung zum Feinbau steht, war es notwendig, zu priifen, 
ob sie nicht etwa innerhalb der Fehlergrenzen liegt. Zur Bestimmung des 
mittleren Meffehlers der Einzelmessung wurde daher je ein Chioroplast 
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von Plagiochila in Frontal- und Profilstellung 30mal gemessen. Dabei er- 
folgte die Scharfeinstellung jedesmal neu und es wurde nicht sorgfaltiger 
verfahren als sonst. Es ergab sich fiir die Dicke ein mittlerer MeBfehler von 
+ 0,10 uw und fiir die Flache von + 1,3 u?. Die Maxima der fraglichen Wel- 
ligkeit entsprechen bei den Dicken im Mittel einem Abstand von 0,2 bis 
0,3 uw und bei den Flachen von 3 y2. Der fraglichen Erscheinung kénnte also 
eine reale GréBenverteilung zugrunde liegen. Da die MeBfehler verhaltnis- 
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maBig groB sind, muB diese Welligkeit stark verwischt erscheinen. Sie 


| wiirde wesentlich aus- 
| | gepragter hervortreten, 
| wenn man den Mefbvor- 
gang genauer gestalten 
kénnte, was wohl még- 
lich sein diirfte. Daher 
sehen wir von der etwas 
umstandlichen statisti- 
| schen Untersuchung die- 
ss ser Erscheinung vorliu- 
jaybyney fig ab. Wenn man den 
Abstand der Hiaufig- 
keitsmaxima der Dicken- 
werte als durch die 
Schichtenstruktur ver- 
ursacht ansehen will, so 
enthielten die Chloro- 
plasten von Plagiochila 
im Mittel sieben biszehn 
solcher Schichten, was 
mit direkten Beobach- 
tungen an geschwolle- 
nen Chloroplasten ver- 
einbar ware. Die Wellig- 
keit der Flachenver- 
teilungen mii®te man 
mit den Granain Verbin- 
dung bringen. 

Endlich wird man 
sichnoch fragen miissen, 
mit welchen systemati- 
schen Fehlern die Grés- 

senangaben behaftet 
sein kénnen. Systema- 
tische Fehler k6nnten 
etwa dadurch entste- 
hen, daf die Chloropla- 
stendicken zu groB aus- 
fallen, wenn die Chloro- 
plasten nicht genau in 

Profilstellung stehen, 

und da® die Flachen zu 
klein gemessen werden, 
wenn die Chloroplasten 
nicht genau in Frontalstellung stehen. Bei der Volumberechnung heben sich 
diese Fehler aber, weil sie entgegengesetzte Vorzeichen haben, wenigstens teil- 
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weise auf, und auf den Wassergehalt ist ihr EinfluB noch geringer, weil dieser 
als Differenz zweier Volumina berechnet wird, die beide mit einem Fehler von 
ungefihr gleicher GréBe behaftet sind. Ein weiterer Fehler entsteht dadurch, 
daB die wirkliche Gestalt der Chloroplasten von der eines Rotationsellipsoides 
abweicht. Dieser Fehler wurde so klein wie méglich gehalten, indem wir nicht 
den mittleren Durchmesser der Chloroplasten mafen, sondern die Flache 
durch Planimetrieren bestimmten. Eine gewisse vermeidbare Unsicherheit 
ist bei den vorliegenden Untersuchungen dadurch entstanden, da8 wir fiir 
jede Reihe von Messungen nur fiinf oder sechs Blattchen oder Schnittserien 
benutzten. Da geringe GrdBenunterschiede zwischen den Chloroplasten 
einzelner Blatter beste- 
hen, muB8 man bei der Pins | 
Beurteilung von GréBen- | 
unterschieden zweiter | 
Ordnung etwas vorsichtig § s9}— 
sein. Die hier benutzte | 
Methode ist ausreichend 
genau, um auch die Wir- 
kung von Ionen, organi- 
schen Verbindungen und 
anderen Einfliissen auf 
Chloroplasten priifen zu 
k6nnen. 

Herrn Professor Dr. 
Melchers danken wir fiir 
die gastliche Aufnahme 
in seinem Institut, durch a of 
die uns die Ausfiihrung | Plagiochila asplenioides Dum. 


; Verteilung der FlachengroGe 
vorliegender Untersuchun- | der Chloroplasten in Frontalstellung 


gen ermoglicht wurde. | 
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Chloroplasten laBt sich als Abb. 5. 


Differenz der Volumina 
wasserhaltiger und wasserfreier Chloroplasten bestimmen. Die Chloroplasten 
von Plagiochila asplenioides enthalten im Mittel 73 + 2%, die von Mnium 
rostratum 79 + 3%, die von Allium Porrum 73 + 3% und die von Spinacia 
oleracea 79 + 3°, Wasser. Unter gewissen vereinfachenden Annahmen 
kann man aus den Gestaltsinderungen beim Wasserverlust berechnen, daB 
vier Fiinftel oder etwas mehr des Gesamtwassers interlamellar in den Chloro- 
plasten verteilt sind. Bei der Extraktion der Lipide aus wasserfreien Chloro- 
plasten nimmt die Dicke der Chloroplasten etwa auf die Halfte ab, wahrend 
ihr Durchmesser in erster Naherung unveriindert bleibt. Daraus folgt, daB 
die Lipide im Chloroplasten in Form von Lamellen angeordnet sind. Wenn 
man die naheliegende Annahme macht, daB die Proteinlamellen etwa 100A 
dick sind, so kann man berechnen, daB auf jede Proteinlamelle im Chloro- 
Protoplasma, Band XLVI/1—4 35 
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plasten zwei Lipiddoppellamellen kommen; denn die Volumina von Proteinen 
und Lipiden sind ungefahr gleich. Zwei Lipiddoppellamellen und eine Protein- 
lamelle bilden eine Lamellengruppe, wobei die Proteinlamelle zwischen je 
einer Lipiddoppellamelle liegt. Mehrere solcher Lamellengruppen sind im 
Chloroplasten zu Schichten zusammengefaBt, welche die Grana, wo sie 
vorhanden sind, enthalten. Diese Schichten kann man in den Chloroplasten 
lebender Moosbliattchen schon im Lichtmikroskop sehen, wenn die Chloro- 
plasten nach maBigem Wasserentzug durch Trocknen und darauffolgender 
Wiederaufnahme von Wasser stark angeschwollen sind. Ferner werden 
quantitative Angaben tiber das Gewicht und die chemische Zusammenset- 
zung einzelner Chloroplasten gemacht. Es scheint, als ob die Hiaufigkeits- 
verteilung der ChloroplastengréBen in Beziehung zum Schichtenbau und 
zur Granastruktur stande. 
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Eiweifkristalloide in Kakteen-Virustragern 
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(Eingelangt am 15. Juni 1955) 


In einigen neueren Publikationen haben Weber (1953 a, b, 1954), 
Kenda (1954) und Weber, Kenda und Thaler (1953) dariiber be- 
richtet, da bei spindelfiihrenden Kakteen auch makroskopisch sichtbare 
pathologische Veranderungen auftreten, die als aufere Symptome einer 
Virose betrachtet werden kénnen. Auf Grund dieser Ergebnisse wie auch 
friiherer Untersuchungen, von welchen Rosenzopfs (1951) Versuche 
besonders iiberzeugend waren, ist Weber (1954) der Ansicht, da® kaum 
mehr ein Zweifel bestehen kann, da die Eiwei&spindeln der Kakteen mit 
einer Virose in Zusammenhang stehen. 

Wahrend die cytoplasmatischen Eiweiffspindeln der Kakteen schon 
mehrmals untersucht wurden, sind verschiedene andere Kristalloide, welche 
in Kakteen-Zellen die Eiweifspindeln begleiten, bisher ungeniigend be- 
arbeitet geblieben. Diese Kérper sind z. B. die von Weber, Kenda und 
Thaler (1952a, b) beschriebenen EiweifB-Spharokristalloide von Rhipsalis 
und Opuntia subulata, die Eiweifdrusen von Epiphyllum und Rhipsalis, 
die Stachelkugeln von Opuntia monacantha, ferner die von Miliéié be- 
obachteten Kernkristalloide in Opuntia brasiliensis. Da diese Gebilde noch 
immer auf eine genauere Analyse warten, sollen im folgenden einige Be- 
obachtungen iiber solche oder verwandte Koérper mitgeteilt werden. 


Zelikern-EiweiBspindeln in Epiphyllum 


Unlangst hat Miliéié (1954) gezeigt, da sich die spindelfiihrenden 
Exemplare von Opuntia brasiliensis von anderen spindelhaltigen Kakteen 
dadurch unterscheiden, daf sie Eiweifspindeln nicht nur im Cytoplasma, 
sondern auch im Zellkern enthalten. Diese zwei Arten von Kristalloiden 
waren in der Epidermis von O. brasiliensis charakteristisch verteilt: In allen 
Zellen, wo die Zellkernkristalloide beobachtet wurden, waren auch die 
Cytoplasma-Kristalloide anwesend. In vielen Zellen befanden sich die 


35* 
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Spindeln nur im Cytoplasma. Der umgekehrte Fall, daB in einigen Zellen 
nur Kernkristalloide bestehen, wurde niemals beobachtet, so da®B sich die 
Eiweifspindeln in dieser Pflanze zunachst im Cytoplasma und sekundar 
im Karyoplasma bilden. 

Um den Virus-Charakter der Spindeln von O. brasiliensis zu beweisen, 
hat Miliéié (1954) mit dem Gewebesaft dieser Kaktee eine vorher spin- 
delfreie Epiphyllum-truncatum-Pflanze infiziert. Nach drei Wochen wur- 
den die ersten cytoplasmatischen Eiweifspindeln in Epiphyllum beob- 
achtet, und zwar um jene Stellen, in die der infizierte Saft geimpft wurde. 

Das es uns interessierte zu unter- 
suchen, ob sich in der infizierten 
Epiphyllum-Pflanze auch die Kern- 
kristalloide gebildet haben, wurde 
diese Pflanze ein Jahr nach der In- 
fektion einer eingehenden Durchsicht 
unterzogen. Gelegentlich dieser Unter- 
suchung wurden Zellkern-Eiweifspin- 
deln auch in Epiphyllum gefunden: 
die Kernkristalloide enthaltenden Zel- 
len waren auch in dieser Pflanze — 
wie in O. brasiliensis — gruppen- 
weise verteilt, wir konnten aber solche 
Zellgruppen nur sehr selten finden. 

Ou Die Kernkristalloide stimmten in Eigen- 

schaften mit jenen von O._ brasilien- 

Abb. 1. Epiphyllum truncatum, Epi- sis tiberein und zeigten neben ande- 

dermiszellen mit Zellkernkristallo- ren auch grofe morphologe Mannig- 

iden und Cytoplasma-Eiweifispin- faltigkeit (Abb. 1). Der Umstand, daf 

deln. sich in den Zellkernen von unserem 

Epiphyllum die Nukleolen neben Kri- 

stalloiden manchmal nicht mit Sicherheit feststellen lieRen, ist wahr- 

scheinlich durch die schlechtere lokale Durchsichtigkeit bedingt. Auch in 

Epiphyllum wurden in allen Zellen die Kernkristalloide immer von Cyto- 
plasma-Eiweifspindeln begleitet. 

Wenn auch die Kernkristalloide in unserem Epiphyllum sehr selten vor- 
kommen, so ist ihr Vorkommen in Epiphyllum doch sehr beachtenswert. 

Die spindelhaltigen Exemplare von E. truncatum wurden sehr oft unter- 
sucht (Molisch 1885, Chmielewsky 1887, Kiister 1934, Weber. 
Kendau. Thaler 1952a u. a.) und auch als Demonstrationsobjekt ver- 
wendet (Biebl u. Germ 1950), und doch wurden bisher in diesen 
Pflanzen niemals K.ernkristalloide nachgewiesen, obgleich diese sonst 
leicht sichtbar sind. 

AuBerdem haben wir ebenfalls mehrere spindelhaltige Exemplare von 
E. truncatum aus dem Botanischen Garten der Universitat Zagreb unter- 
sucht, aber in diesen Pflanzen, die nicht mit dem Saft von O. vurasiliensis 
infiziert waren, konnien wir niemals Kernkristalloide wahrnehmen. Es mu 
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hervorgehoben werden, daf diese Epiphyllum-truncatum-Pflanzen unter 
denselben Umstanden wie auch O, brasiliensis und unser E. truncatum ge- 
zogen wurden. Diese Beobachtung zeigt, daf die Zellkern-Eiweifspindeln 
in unseren Kakteen nicht von auferen Einfliissen bedingt sind. Dies fest- 
zustellen war deshalb notwendig, weil die kristallinischen Einschliisse von 
Tabakmosaikvirus von auBeren Faktoren, in erster Reihe von Licht und 
Temperatur, abhangig sind (Kassanis u. Sheffield 1941), und dies 
hatte auch mit unseren Kristalloiden der Fall sein kénnen. 


Wenn also viele spindelhaltige Epiphyllen keine Kernkristalloide ent- 
halten und nur ein spindelfiihrendes Exemplar (und zwar dasjenige, wel- 
ches mit dem Safte der Kernkristalloide fiihrenden Opuntie infiziert war) 
diese enthalt, konnen wir annehmen, daf die Zellkern-Eiweifspindeln in 
unserem Epiphyllum unter dem Einflu® des spezifischen Gewebesaftes von 
O. brasiliensis entstanden sind. Der Saft dieser Kaktee kénnte sich von 
den Saften anderer Kakteen dadurch unterscheiden, daf er einen selte- 
neren Virusstamm enthalt, welcher nicht nur die Entstehung der cyto- 
plasmatischen Eiweiffspindeln, sondern auch der Zellkernkristalloide ver- 
ursacht. Aber nur weitere Untersuchungen kénnen zeigen, ob es sich hier 
wirklich um einen besonderen Virusstamm handelt. 


Auch bei nachgewiesen viruskranken Pflanzen gibt es bekannite Bei- 
spiele, daft kristallinische Einschliisse in derselben Pflanze nicht nur im 
Cytoplasma, sondern auch im Zellkern entstehen kénnen. So hat z. B. 
McWhorter (1941) konstatiert, daB Pisum Virus 2 und Phaseolus Virus 2 
die Entstehung echter Eiweifkristalle im Zellkern und im Cytoplasma der 


Leguminosen verursachen. Ferner rufen ,,tobacco severe etch virus“ und 
.mild etch virus“ regelmaRig das Erscheinen der Proteinkristalloide in 
Zellkernen der infizierten Pflanzen hervor (vgl. Bawden 1950, 49; She f- 
field 1941). Unsere Beobachtungen aber ahneln besonders der Entdeckung 
von Woods und Eck (1948), die in den Zellkernen und im Cytoplasma 
der Solanaceen — welche mit einem Stamm von Tabakmosaikvirus infiziert 
wurden — das Vorkommen von fibrillaren Parakristallen konstatiert haben. 
Diese letzten Kristalloide stimmen nach ihrer Struktur mit den Eiweif- 
spindeln der Kakteen iiberein. Es ist interessant, daff sich die beiden For- 
men von Kristalloiden, die cytoplasmatischen und die karyoplasmatischen, 
auch bei den Kakteen gleichzeitig in ein und derselben Zelle befinden 
kénnen. 

Die beiden oben erwahnten Autoren haben hervorgehoben, daf die Kri- 
stalloide in der mit dem erwahnten Stamme von Tabakmosaikvirus infi- 
zierten Pflanze nicht immer im gleichen Mae auftreten, sondern daB sie 
in maximaler Quantitat nach 10 bis 20 Tagen nach der Infektion vorhanden 
sind. Ahnlich verhalten sich auch die Kristalloide anderer Stammee des 
Tabakmosaikvirus (Ba wden 1950, 41). Zum Unterschied von diesen Kri- 
stalloiden haben die Spindeln der Kakteen eine gréRere Bestandigkeit. In 
den letzten Jahren haben wir mehrmals in verschiedenen Jahreszeiten die 
Kakteenspindeln untersucht, niemals konnten wir ihr Verschwinden oder 
eine Verminderung ihrer Zah! bemerken. 





D. Miligié und Biljana Plavsié 
Intravakuolire EiweiSdrusen 


In den Vakuolen von O. brasiliensis hat Miliéié (1954, 235) verschie- 
dene Kérper bemerkt, die wir nun genauer untersuchten. In der Epidermis 
dieser Pflanze konnten wir zwei Arten von intravakuoliren Kérpern finden. 
Die ersten sind aus einer grofen Zahl sehr kleiner Korner aufgebaut und 
scheinen uns den Koérnchenaggregaten, die Weber und Kenda (1953 
in einer spindelfreien O. subulata entdeckt haben, ahnlich zu sein. Diese 
Kérper miissen ziemlich oft in Kakteen vorkommen, weil wir sie auch in 
spindelfreien und spindelhaltigen Exemplaren von E. truncatum Ofters 
wahrgenommen haben. Da wir diesen in infizierten und in nichtinfizierten 
Exemplaren begegnen, ist ihr Vorkommen gewiff von einer Infektion nicht 


Abb. 2. Epiphyllum truncatum. Epidermiszellen mit Eiweifdrusen. 


abhangig. Es ist bezeichnend, daf diese Kérper auch bei O. brasiliensis in 
spindelhaltigen und spindelfreien Epidermisbereichen anwesend sind. 

Der zweite Typus von intravakuolairen Koérpern kann verschiedenes 
Aussehen bekommen. Im einfachsten Fall besteht er aus einer Gruppe 
kristallinischer Nadeln, die strahlig um einen Punkt angeordnet sind. Ein- 
zelne nadelige Kristalle kénnen sich dabei verzweigen, so daf manchmal 
sehr zierliche Bildungen resultieren. In anderen Fallen enthalten diese 
Koérper in ihrem zentralen Teil eine kompakte Masse, aus der bald liangere, 
bald kiirzere Kristallnadeln oder -stabchen herausragen. Die zentrale 
Masse, die eine kugelige, ovale, langliche oder andere Form haben kann, 
bestimmt in vielen Fallen die Form des ganzen Koérpers (Abb. 2 und 3). 

Diese drusenartigen Kérper sind optisch anisotrop. Die Nadeln. aus 
denew die Kérper zusammengesetzt sind, haben in bezug auf ihre Lange 
einen positiven Charakter der Doppelbrechung: nimmt aber die Druse die 
Form einer sphiarokristallinischen Kugel an, so zeigt sie die Eigenschaften 
eines positiven Sphiariten. 

Da diese Kérper ziemlich labil sind und z. B. schon in verdiinnter 
Essigsiure oder verdiinnter KOH leicht léslich sind, so wurde ihr Ver- 
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halten gegen Reagenzien meistens nach Fixierung im absoluten Alkohol 
untersucht. Die drusenartigen Gebilde farben sich in Jod-Jodkali braun, in 
Pikrinséure gelb, in Eosin rot und geben eine positive Millonsche, Xantho- 
proteinsdure- und Raspailsche Reaktion, zeigen aber keine Farbung nach 
Behandlung mit FeCl, und Sudan III. Die in Sublimat-Alkohol fixierten 
und genug geharteten Drusen lésen sich leicht in Trypsin unter gewohn- 
lichen Bedingungen des Versuches (Zusatz von 0.3% Na,CO,); demgegen- 
iiber mute die Verdauung der in absolutem Alkohol fixierten Drusen in 
einer Lésung mit niedrigerem pH-Wert durchgefiihrt werden, weil sich die 
Kérper bei héherem pH schon im Kontrollversuch lésen. 

Die angefiihrten Reaktionen zeigen also, da die Drusen aus Eiweif 
aufgebaut sind. Aus ahnlichem Eiweiff miissen auch 
die Eiweifspindeln bestehen, weil sie die gleichen 
Farbenreaktionen wie die Drusen zeigen und auf®er- 
dem auch in Trypsin leicht léslich sind. 

Wenn die Drusen einen Eiweifcharakter haben. 
so miissen sie sich den Farbstoffen gegeniiber als 
Ampholyte verhalten, d. h. sie miissen sich unter- 
halb des IEP, wenn sie elektropositiv geladen sind, 
mit sauren Farbstoffen farben und oberhalb des 
IEP, wenn sie elektronegativ geladen sind, die ba- 
sischen Farbstoffe speichern (Strugger 1949). 
Solchen Charakter haben die Drusen wirklich ge- 
zeigt, weil sie sich nach Fixierung im absoluten 


: oa are Tae : Abb. 3. Epiphyllum 
Alkohol bei pH 3.7 mit Saurefuchsin intensiv rot pronation poe 


farbten, aber das basische Toluidinblau nicht spei- — qruse und Kérnchen- 
chern konnten: im alkalischen Bereich dagegen bei —aggregat aus einer 
pH 8 speicherten die Kérper nur die kathodische — Epidermiszelle. Nach 
Farbe Toluidinblau, nicht aber das Saurefuchsin. Fixierung _ gefarbt 
Wahrend dieser Farbungsversuche konnten wir mit Lichtgriin. 
wahrnehmen, da sich mit Saurefuchsin die Drusen 

und die Eiweifspindeln gleich kraftig anfarben lassen, da aber die ba- 
sische Farbe Toluidinblau die Eiweiftspindeln viel intensiver als die Drusen 
tingiert. 

Da die Eiweifdrusen in den Vakuolen liegen, zeigen sie oft deutliche 
Brownsche Bewegung. Um sicherere Beweise fiir ihre Lokalisation in der 
Zelle zu erbringen, wurden die Epidermiszellen von O. brasiliensis folgen- 
der Behandlung unterworfen: Zuerst wurden die Schnitte mit Neutralrot 
gefarbt, wahrenddessen die Kérper die Farbe nicht merklich speicherten. 
Dann wurden dieselben Zellen mit 1 mol KCNS-Lésung plasmolysiert, um 
Quellung des Plasmas hervorzurufen. Diese Behandlung, die z. B. die Epi- 
dermiszellen von Allium cepa nicht ertragen kénnen (vgl. Strugger 
1949, 112), ertragt unsere Pflanze ziemlich leicht. Bald haben die Epidermis- 
zellen von O. brasiliensis das Kappenplasmolyse-Stadium erreicht (Abb. 4 a), 
und wir konnten dabei konstatieren, daf® sich die kristallinischen Kérper 
niemals in dem stark angequollenen Plasma befinden, sondern immer in 
den verkleinerten und rot angefarbten Vakuolen. Mittels der [mmersions- 
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objektive 1aBt sich dann leicht die Hohe dieser Vakuolen bestimmen und 
mit Sicherheit die intravakuolire Lokalisation der Kérper feststellen. Daf 
sich diese wirklich in den Vakuolen befinden, zeigt auch folgende an Epi- 
phyllum truncatum durchgefiihrte Beobachtung: Wahrend der Herstellung 
von Epidermis-Flachenschnitten entsteht am Rande der Schnitte oft eine 
durch Trauma verursachte Vakuolenkontraktion, so da ahnliche Ver- 
ainderungen im Protoplasten wie im vorigen Versuch entstehen (Abb. 4 b). 
Auch in diesem Falle kann man immer deutlich bemerken, daf die Kérper 
m der Vakuole lokalisiert sind. Ebenso kénnen Versuche mit dem Mikro- 
skop in horizontaler Stellung ihre intravakuolire Lokalisation bestitigen. 


NG ine 


| 


2 “ta / 
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Abb. 4. a Opuntia brasiliensis. Epidermiszelle des Blattes. Kappenplasmolyse. 

Die Eiweifdrusen sind in der Vakuole lokalisiert. b Epiphyllum truncatum. 

Epidermiszelle des Kladodiums. Die Eiweifdruse und das Kérnchenaggregat in 
der kontrahierten Vakuole. 


Da diese Kérper spezifisch etwas schwerer als der Zellsaft sind, fallen sie 
immer vom oberen in den unteren Teil der Zelle, sobald das Praparat ver- 
tikal gestellt wird: die in viskoserem Plasma befindenden Eiweiffspindeln 
verandern dagegen dabei ihre Lage nicht. 

Es ist sehr wahrscheinlich, da die hier behandelten Eiweiffdrusen 
identisch mit den Gebilden sind, die schon friiher von Weber, Kenda 
und Thaler (1952a) bei Epiphyllum und Rhipsalis beobachtet und unter 
dem Namen ..Eiweifdrusen“ beschrieben wurden: ihre Lokalisation in der 
Zelle war aber dabei nicht naher untersucht. Auch die Stachelkugeln von 
Opuntia (Weber, Kenda u. Thaler 1952b) kénnten mit unseren 
Drusen verwandt sein. 

Die Eiweifdrusen befinden sich haufiger in unserem Epiphyllum als 
in O. brasiliensis. In diesen beiden Pflanzen sind die Drusen in der Epi- 
dermis inselartig verteilt und immer nur an jene Epidermisbereiche und 
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-zellen gebunden, wo auch die cytoplasmatischen Spindeln lokalisiert sind. 
Ebenso wie wir friiher gelegentlich der Vergleichung der cytoplasmatischen 
mit den karyoplasmatischen Eiweifspindeln gesagt haben, da bei unseren 
Kakteen die cytoplasmatischen Kristalloide primar entstehen, miissen wir 
auch in bezug auf das Verhiltnis ,,cytoplasmatische Spindeln“ — ,,Eiweif- 
drusen“ den ersteren eine primare Bedeutung geben. 

Da sich in unserem Epiphyllum vor der Infektion keine Eiweiffdruse 
befand, miissen wir auch diese Kérper fiir vom Virus bedingte Einschliisse 
halten. Demzufolge enthalten unsere zwei Pflanzen nebst den cytoplasma- 
tischen Eiweiftspindeln und X-Kérpern noch zwei Arten von Virus-Zell- 
einschliissen mit einer verschiedenen Lokalisation in der Zelle: die Kri- 
stalloide in den Zellkernen und Eiweiffdrusen in den Zentralvakuolen. 

Enge Beziehungen zwischen den cytoplasmatischen Eiweifspindeln und 
den Kernkristalloiden bzw. Eiweifdrusen, die besonders dadurch zum Aus- 
druck kommen, daf einer oder beide der letzterwahnten Korper regel- 
mafRig in denselben Zellen mit den cytoplasmatischen Spindeln vorkommen, 
weisen darauf hin, daf ein und dasselbe Agens (Virus), das die Entstehung 
der cytoplasmatischen Kérper verursacht, auch die Bildung der anderen 
Eiweifkérper bedingt. 


Andere Beobachtungen 


AuBer den Cytoplasma-, Zellkern-Eiweifspindeln und Eiweifdrusen 
wurden in Epiphyllum auch X-Koérper bemerkt. Die letzteren Kérper wur- 
den vielmals in jiingeren Kladodien wahrgenommen, und zwar in solchen, 
wo die Bildung der Kristalloide soeben begon- 
nen hat. Die aufere Gestalt der X-K6rper 
konnte vielférmig sein, manchmal sogar lap- 
pig, die innere Struktur war gleichmaBiger. Es 
schien uns, daB die Koérper aus stark lichtbre- 
chenden Ko6rnchen oder Faden bestehen, die re- 
gelmaRig mit ahnlichen, aber schwach lichtbre- 
chenden Raiumen abwechseln (Abb. 5). Diese 
Kérper gaben eine positive Millonsche Reak- 
tion. Da® sie wirklich im Plasma _ lokalisiert 
sind, wird durch Vitalfarbung mit Neutralrot 
und durch nachtragliche Plasmolyse der gefarb- 


Abb. 5. Epiphyllum trunca- 
ten Schnitte mit 1 mol KCNS-Lésung bewiesen. tum. X-Kérper in Kontakt 
Da sich durch diese Methode sehr leicht ab- mit dem Zellkern. 
schatzen lat, ob sich ein Kérper im Plasma 


oder in der Vakuole befindet, konnten wir die Lokalisation der cytoplasmi- 
schen EinschluRkérper (X-bodies) in der Zelle mit Sicherheit feststellen. 

Es scheint uns auch folgende Beobachtung an O. brasiliensis erwaihnens- 
wert: Wahrend der Anfertigung der Flachenschnitte aus der Oberflache der 
Blatter wurde von uns oftmals bemerkt, da die beschadigten Epidermis- 
zellen am Rande des Schnittes ganz mit nadeligen Kristallen ausgefiillt 
waren (Abb. 6). Wir meinen, daf in diesen Zellen die friiheren Eiweif- 
spindeln in eine groBe Zahl von diinneren oder dickeren langen Kristallen 
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zerfallen sind. Diese Kristallnadeln geben die Millonsche Reaktion: mit 

Sublimat-Alkohol kénnen sie fixiert werden und lassen sich dann mit Siure- 

fuchsin kraftig rot anfarben. Sie sind optisch anisotrop und haben den 

positiven Charakter der Doppelbrechung. Die Nadeln miissen also aus jener 
Substanz bestehen, aus welcher auch die EiweiB- 
spindeln aufgebaut sind, oder aus deren Zerset- 
zungsprodukten. Dieselbe Erscheinung konnte 
manchmal auch in der Epidermis der Kladodien 
nach mehrmaligen nacheinander folgenden Plas- 
molyse- und Deplasmolyseversuchen bemerkt 
werden. 

In den erwahnten Fallen muBten die Zellen 
durch die Praparation oder durch die Plasmolyse 
stark beschadigt gewesen sein. Gleicherweise ist 

Abb. 6. Opuntia brasi- 
liensis. Epidermiszelle des 
Blattes. Ausfallung der 
EiweiBnadeln in einer 


das Auftreten der EiweiBnadeln auch dann ohne 

Zweifel durch eine Beschadigung der Epidermis- 

zellen bedingt, wenn wir die Ursache ihrer Ent- 

hestiidieten Jdle om stehung nicht direkt feststellen konnten: so haben 

Rande des Flichen- Wir manchmal Eiweiffnadeln bemerkt, die durch 

schnittes. andersartige Eingriffe (Insektenstiche und dhn- 
liches) hervorgerufen gewesen sein muBten. 

Es ist interessant, daB auch bei den mit Tabakmosaikvirus infizierten 
Pflanzen die kristallinischen Plattchen nach Einwirkung von verdiinnter 
Salzsdure in eine groBe Anzahl von Kristallnadeln zerfallen kénnen 
(Bawden 1950, 42, 47). Wir finden demnach auch bei erwiesenermaBen 
viruskranken Pflanzen eine ahnliche Erscheinung, diese wird aber auf eine 
andere Weise hervorgerufen. 


Zusammenfassung 


Mit dem Gewebesaft von Opuntia brasiliensis, die neben cytoplasmati- 
schen Eiweifspindeln noch Zellkernkristalloide enthielt, wurde ein spindel- 
freies Epiphyllum infiziert. Nach einiger Zeit (ca. 3 Wochen) erschienen im 
infizierten Epiphyllum nicht nur die cytoplasmatischen Eiweifspindeln, 
sondern auch die Kernkristalloide. 


In den Vakuolen der erwihnten Opuntia wie auch in denen von Epi- 
phyllum wurden kristallinische Eiweifdrusen beobachtet. die auch als vom 
Virus bedingte Zelleinschliisse aufgefaBt werden. 
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Um einen tieferen Einblick in den morphologischen und chemischen 
Aufbau sowie in die enzymatische Funktion der einzelnen Zellorganelle zu 
gewinnen, ist es oft zweckmaBig, diese in bestimmt definierten Lésungen 
zu isolieren. Je nach der Art der Isolationstechnik und des verwendeten 
Isolationsmediums sind jedoch verschiedenartige Veranderungen der iso- 
lierten Organelle zu erwarten, wie es Perner (1954) fiir die Chondriosomen, 
Spharosomen und Leukoplasten von Alliwm cepa nachweisen konnte. Aus 
diesem Grunde sind auch die sich in der Literatur oft widersprechenden 
Untersuchungsergebnisse an isolierten Chloroplasten, die in den letzten 
20 Jahren publiziert wurden, zu verstehen. Es besteht die Méglichkeit, daB 
diese auf die unterschiedlichen Isolationsmethoden zuriickzufiihren sind. 
Als vorherrschende Verfahren zur Isolierung von Chloroplasten sind die von 
Granick (1938) und Menke (1938) entwickelten Methoden zu erwiahnen, 
wobei die Blatter in leicht hypertonischer Zuckerlésung zerrieben werden und 
das gewonnene Homogenisat durch fraktionierte Zentrifugation getrennt 
wird. In vielen Varianten kommt diese Isolationsmethodik bis heute zur 
Anwendung (Literatur siehe Weier und Stocking 1952). 

Um aus den Untersuchungsergebnissen an isolierten Chloroplasten Riick- 
schliisse auf ihr Verhalten in der lebenden Zelle ziehen zu kénnen, ist es 
notwendig, die Gestalts- und Strukturanderungen, die bei der Isolation in 
wasserigen Loésungen auftreten, genau definieren zu kénnen. Das Ziel der 
vorliegenden Arbeit ist es daher, die Wirkung von Elektrolyt- und Anelek- 
trolytl6sungen in unterschiedlichen Konzentrationen auf die isolierten Chlo- 
roplasten zu untersuchen. Weiterhin soll experimentell gepriift werden, 
wieweit die isolierten Chloroplasten noch zu photosynthetischen Leistungen 
befahigt sind. 
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A. Verhalten isolierter Chloroplasten in verschiedenen Medien 
1. Material und Methode 


Die Untersuchungen wurden an den Chloroplasten von Viola tricolor 
maxima durchgefiihrt. Diese Objekte waren fiir die Isolation besonders gut 
geeignet, nachteilig machte sich allerdings bemerkbar, da8 die Grana- 
struktur nicht so deutlich ausgepragt ist, daB ihre Verainderung wahrend 
der Isolation immer sicher beobachtet werden kann. Zur Isolierung wurde 
zwischen den Rippen der Blattunterseite ein etwa 20 mm? groBes Rechteck 
in die Epidermis geschnitten. Zieht man diese mit der Pinzette vorsichtig 
ab, so bleibt die Mesophylischicht daran hangen. Das Epidermisstiick wird 
in einen Tropfen Untersuchungsfliissigkeit gelegt und die Chloroplasten der 
Mesophylizelien durch Schaben mit Hilfe einer Lanzette und einer Praparier- 
nadel isoliert (Strugger 1951). Die Reste der Epidermis werden aus dem 
Fliissigkeitstropfen entfernt. Es gelingt jedoch nur in bestimmten Ent- 
wicklungsstadien der Blatter, mit der unteren Epidermis das Mesophyll- 
gewebe abzuziehen. War dies nicht méglich, so wurden diinne Flachen- 
schnitte der Blattunterseite hergestellt und entsprechend weiterpriapariert. 
Bei dieser Praparationsmethodik lieB es sich natiirlich nicht vermeiden, daB 
ein Teil der Chloroplasten mechanisch geschadigt wird. Die auf diese Weise 
verainderten Chloroplasten konnten mikroskopisch klar erkannt werden 
und wurden bei den Untersuchungen nicht beriicksichtigt. 

Zur Herstellung der Loésungen wurden Chemikalien (p. a.) der Firma 
Merck (Darmstadt) und tiber Quarz destilliertes Wasser oder Leitungs- 
wasser verwendet. 

Fir die mikroskopischen Untersuchungen stand das binokulare Forschungs- 
mikroskop BST 29/79 von Leitz mit den Objektiven 1/12 Ol, num. Ap. 1,30, 100: 1 
und 1/16 Fl Ol, num. Ap. 1,32, 114:1, und den Periplanokularen 6 x, 8 x und 10 x 
zur Verfiigung. Als Lichtquelle diente die Monlafix-Niedervoltlampe von Leitz. Fiir 
die Mikroaufnahmen wurde eine Leica in Verbindung mit dem Mikroaufsatz von 
ZeiB-Winkel verwendet. Die Phasenkontrastuntersuchungen wurden am Ortholux 
von Leitz mit der Phasenkontrasteinrichtung nach Heine (Pv Apo Ol 90:1, num. 
Ap. 1,15; Pv Apo 40: 1, num. Ap. 0,70) durchgefiihrt. Die Phasenkontrastaufnahmen 
wurden mit dem Leica-Mikroansatz von Leitz hergestellt. 


2. Wirkung von Elektrolyt-Lésungen 
a) Caleiumchlorid 


Es wurde eine um 0,1 mol abgestufte Konzentrationsreihe mit Aqua dest. 
(pH 5,9) angesetzt. Die Chloroplasten wurden wie beschrieben isoliert und 
sofort im Hellfeld und mit der Phasenkontrasteinrichtung untersucht. Zum 
Vergleich wurden die Plastiden auch in reinem Aqua dest. isoliert. 

Aqua dest.: Die Chloroplasten zeigen sofort deutliche Granastruktur 
und quellen auf. Bereits nach 3 Minuten sind alle Plastiden zu einem 
Vakuolenhaufen verquollen. In den Wanden der Vakuolen sind die Grana 
noch zu erkennen. Nach 15 Minuten werden jedoch auch diese undeutlich. 
Es bleiben nar noch Vakuolen mit einer zarten, hellgrimen Wand iibrig. 

0,1 mol: Zu Beginn sind mehrfach Chloroplasten mit einer seitlichen Va- 
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kuole zu beobachten. Diese geht langsam zuriick, wahrend der Chloroplast 
zu einer Kugel mit ungeordneter Granastruktur aufquillt und streifig wird. 
Ein grobschaumiges Verquellen findet nicht mehr statt. 

0,2 mol: Die Masse der Chloroplasten besitzt normale Linsenform, die 
Grana werden dunkler und treten deutlich hervor. Daneben sind Chloro- 
plasten zu beobachten, die entweder eine kleine, seitliche Blase besitzen 
oder welche die Gestalt eines flachen Naipfchens angenommen haben, dessen 
Offnung durch eine gewélbte Membran verschlossen ist. Alle Stadien bilden 
bald Streifen, ohne jedoch weiter zu verquellen. 

0,3 mol: Die Chloroplasten bilden stark eingedellte Napfchen mit oder 
ohne Membran. Die Chloroplasten mit Membran werden streifig, veraindern 
sich dann aber nicht weiter. Diejenigen ohne Membran quellen zu einer 
flachen, hellgriinen Scheibe auf, die nur eine feine Granulierung zeigt. 

Bei einer weiteren Steigerung der Konzentration bis zu 1,0 mol andert 

sich die Reaktion der 
Plastiden nicht mehr. Die 
Anzahl der Napfchen mit 
Membran nahm_ jedoch 
stetig ab. 

Da die als ,,Napfchen 
mit gewolbter Membran“* 
bezeichneten Chloropla- 
stenformen (Abb. 1 und 7) 
noch haufig beschrieben 


2 


Abb. 2. Fragment eines 
isolierten Chloroplasten 
in Flachen- und Profil- 
stellung. Zeichnung nach 


werden, méchte ich ihnen Beobachtung im Pha- 


Abb. 1. ,,Chlorella-Stadium.* den Arbeitsausdruck _ senkontrast- Mikroskop. 
,Chlorella-Stadium“ ge- 

ben, um eine klare Abgrenzung gegeniiber den Napfchen ohne Membran 

im Sinne Schmidts (1951b) durchzufiihren. 


b) Kaliumchlorid 


Die einzelnen Konzentrationsstufen der Lésung betrugen 0,05 mol. 

0,05 mol: Viele Chloroplasten bilden zu Beginn an einer oder an beiden 
Flaichen je eine groBe Vakuole aus. Die Grana treten deutlich hervor, sie 
liegen jedoch nicht mehr geldrollenférmig geordnet im Stroma. Nach 10 Mi- 
nuten quellen die Chloroplasten zu einer Kugel auf, in der die dunklen Grana 
regellos im glasklaren Stroma eingebettet liegen. Die Vakuolen verschwin- 
den dabei vollstindig. Allmahlich verquellen diese Kugeln zu grobschaumi- 
gen Aggregaten. 

0,10 mol: Die Reaktion der Chloroplasten verlief in gleicher Weise, 
wie bei 0,05 mol beschrieben. 

Bei héheren Konzentrationen anderte sich lediglich das Anfangsstadium 
der Reaktion. Die GréBe der Vakuolen verminderte sich mit steigender 
Konzentration immer mehr, bis von 0,8 mol an nur noch ,,Chlorella-Stadien“ 
ausgebildet wurden. Sowohl die Chloroplasten mit einer kleinen, seitlichen 
Vakuole als auch die ,,Chlorella-Stadien“ sind nur kurze Zeit nach der 
Isolation zu beobachten. Sehr bald blaht sich sowohl die kleine Vakuole 
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als auch die Vakuole in der Hoéhlung des ,,Chlorella-Stadiums“ stark auf, 
so daf8 nur noch Chloroplasten mit einer groBen Vakuole zu beobachten 
sind. Diese bilden dann, wie bei 0,05 mol beschrieben, eine groBe Kugel, die 
bald der schaumigen Degeneration verfallt. Die Geschwindigkeit der Ver- 
quellung verringert sich bei steigender Konzentration der Lésung etwas. 
Bei den niederen Konzentrationen konnte beobachtet werden, daB einige 
Chloroplasten nicht schaumig verquellen, sondern sich vollig auflésen. Bei 
der Beobachtung der dabei entstehenden Bruchstiicke im Phasenkontrast- 
Mikroskop sieht man, daB immer einige Grana zusammenbleiben. Da sich 
die Fragmente in heftiger Brownscher Molekularbewegung befinden, kann 
man deutlich sehen, daB die Grana in einer Ebene angeordnet sind (Abb. 2). 


q > 


* 


‘= 
MH Fe. 


Abb. 3. Abb. 4. 
Abb. 3. Isolierte Plastiden von Viola tricolor in 0,6mol KSCN nach 2 Stunden. 
Phasenkontrast-Aufnahme, Vergr. 800 x 


Abb. 4. Isolierte Plastiden von Viola tricolor in 0,6mol KSCN nach 5 Stunden. 
Phasenkontrast-Aufnahme, Vergr. 800 x . 


Die Substanz zwischen den Grana ist nicht sicher zu erkennen. Die flachige 
Anordnung der Bruchstiicke kénnte man auf die lamellare Struktur des 
Stromas zuriickfihren. 


c) Kaliumrhodanid 


Um besonders starke Quellungserscheinungen an isolierten Chloroplasten 
hervorzurufen, wurde Kaliumrhodanid verwendet. Die Chloroplasten wur- 
den in einer 0,6 mol KSCN-Lésung isoliert und mit dem Phasenkontrast- 
Mikroskop beobachtet. Das Praparat wurde zur Vermeidung von Kon- 
zentrationsinderungen mit Paraffinum liquidum eingeschlossen. Nach 
zwei Stunden war die von Strugger (1947, 1951) beschriebene Aufblatte- 
rung der Chloroplasten deutlich zu beobachten (Abb. 3). Wirkt das KSCN 
jedoch linger ein, so schreitet die Verquellung weiter fort, bis der Plastiden- 
rest von einem Kranz groBer Vakuolen umgeben ist (Abb. 4). 

Um eine abgestufte KSCN-Wirkung bei gleichbleibendem osmotischem 
Wert zu erreichen, wurde die Lésung mit einer isotonischen Rohrzucker- 
lésung verdiinnt. Der isotonische Koeffizient (i) fiir KSCN wurde mit Hilfe 
der molekularen Gefrierpunktserniedrigung (#) nach der Van’t Hoffschen 
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Gleichung i = E\gayz): Eczucker) berechnet. Die Werte fiir ZH wurden dem 
,,faschenbuch fiir Chemiker und Physiker“ von D’Ans und Lax ent- 
nommen. Danach betraigt fiir KSCN i = 1,65; d.h. eine 0,99 mol Rohr- 
zuckerlésung und eine 0,6 mol KSCN-Lésung sind isotonisch. Eine reine 
0,6 mol KSCN-Lésung wurde mit einer 0,99 mol Rohrzuckerlésung je- 
weils um die Hialfte verdiinnt. Enthielt das Untersuchungsmedium neben 
der Rohrzuckerlésung nur noch 50% der 0,6 mol KSCN-Lésung, so er- 
folgte eine Aufblatterung im beschriebenen Sinne nicht mehr. Nach langer 
Einwirkungszeit (20 Std.) treten aus den Chloroplasten einzelne Blasen 
heraus, die sowohl in der Profilansicht (Abb. 5 a), als auch in der Flaichen- 
ansicht (Abb. 56) eine geringe Schichtung zeigen. 

Wiahrend die Grana bei der typischen Aufblatterung in reiner 0,6 mol 
KSCN-Lésung vollig aufgelést wurden, bleiben sie in der KSCN/Rohrzucker- 
Mischlésung z. T. erhalten (Abb. 56). Dadurch wird besonders deutlich, 


Abb. 5a. Abb. 5b. 


Abb. 5. Viola tricolor, isolierter Chloroplast in KSCN/Rohrzucker-Mischlésung (1 : 1) 
nach 20 Stunden, a in Profilstellung, 6 in Flachenstellung. Phasenkontrast-Auf- 
nahme, Vergr. 800 x. 


daB es sich im ersten Falle um eine Aufblatterung des Chloroplasten im 
Sinne Struggers (1947, 1951) handelt, im zweiten Fall dagegen eine seit- 
liche Ausstiilpung ineinandergeschachtelter Blasen stattfindet. 


3. Wirkung von Anelektrolyt-Lésungen 
a) Traubenzucker 


Um die reine Konzentrationswirkung eines Mediums unter Ausschaltung 
einer spezifischen Salzwirkung zu priifen, wurden die Untersuchungen mit 
Traubenzucker (p. i.) von Merck durchgefiihrt. Die Losungen wurden mit 
Aqua dest. (pH 5,4) angesetzt. Die Konzentrationsstufen betrugen jeweils 
0,1 mol. 

0,1 mol: Jeder Chloroplast bildet eine groBe Vakuole aus. Die Grana- 
struktur ist deutlich, aber ungeordnet. In der Profilstellung ist eine Strei- 
fenbildung zu erkennen. Allmahlich setzt ein schaumiges Verquellen aller 
Plastiden ein. 

0,2 mol: Vakuolenbildung mit anschlieBender Streifung ist zu beob- 
achten. Die Vakuolen bleiben linger als in 0,1 mol Lésung erhalten. Die 
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anfangs deutlichen Grana werden im Laufe der langsamen Verquellung 
kleiner. 

0,3 mol: Vakuolenbildung, Streifung und langsames Verquellen, wie 
bei 0,2 mol beschrieben. 

0,4 mol: Neben Vakuolen sind jetzt auch Napfchenformen mit Membran, 
sogenannte ,,Chlorella-Stadien“, zu beobachten. Die Streifenbildung und 
Verquellung verlauft noch langsamer. 

0,5 mol: Keine Unterschiede gegeniiber den bei 0,4 mol beschriebenen 
Verinderungen. 

0,6 mol: Es sind nur noch mehr oder weniger stark eingedellte ,,Chlo- 
rella-Stadien“* zu erkennen. Vakuolen werden nicht mehr gebildet. Die 
Chloroplasten, die von einer Membran umgeben sind, verquellen erst nach 
sehr langer Zeit, die Grana werden z. T. streifig, es sind jedoch auch Chloro- 
plasten mit Geldrollenstruktur zu beobachten (Abb. 6). Plastiden ohne 
eine solche Membran verquellen bald, das 
Stroma wird glasig, die dunklen Grana 
werden langsam kleiner. 

0,7 mol: Veranderungen, wie bei 0,6 mol 
beschrieben. 

0,8 mol: Es sind nur noch wenige, aber 
stark ausgebildete ,,Chlorella-Stadien“ zu 
beobachten. Die meisten Chloroplasten sind 
schwach eingedellt, jedoch nicht mehr von 
einer Membran umhiillt. 

0,9mol: Es sind keine weiteren Ver- 


anderungen zu beobachten. Abb. 6. Viola tricolor, isolierter 


Chloroplast in 0,6 mol Trauben- 

zuckerlésung. In der Profilstel- 

lung deutliche Geldrollenstruktur. 
Vergr. 1500 x. 


1,0mol: ,,Chlorella-Stadien‘‘ sind nur 
noch selten zu erkennen. Die Chloroplasten 
bilden schwache, offene Napfchen oder sind 
zerstort. 

Die Chloroplasten lieBen in der reinen Traubenzuckerlésung am Anfang 
wohl deutlich die beschriebenen Unterschiede bei steigender Konzentration 
erkennen, doch trat stets nach einiger Zeit ein Verquellen ein. Die Versuche 
wurden daher mit einem geringen Calciumzusatz (0,01 mol) wiederholt. 
Die quellungshemmende Wirkung der Ca++-Ionen machte sich positiv 
bemerkbar. Nach Perner (1954) ist bei der Isolierung von Zellbestandteilen 
der pH-Wert des Mediums von Bedeutung. Als giinstigster Wert hatte sich 
der Neutralpunkt erwiesen. Bei den weiteren Versuchen wurden daher die 
Lésungen mit Leitungswasser (LW) angesetzt, um sowohl einen giinstigen 
pH-Wert als auch einen Calciumzusatz zu erhalten. 

Aus den Versuchen ging weiterhin hervor, daB die Chloroplasten nur 
dann verquellen, wenn die Plastidenoberfliche zerstért ist. Larz (1942), 
Bauer (1943), Hannsen (1947) und Schmidt (1951a) hatten bei ihren 
Untersuchungen iiber die Alkaloidwirkung auf Plastiden festgestellt, daB 
diese Stoffe wahrscheinlich eine Verdichtung der Plastidengrenzschicht her- 
vorrufen. Ein Alkaloidzusatz zum Isolierungsmedium miiBbte sich daher auf 
den Erhaltungszustand der Chloroplasten giinstig auswirken. Es wurde 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 36 
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Physostigminum (Eserinum) puriss. eryst. von Merck im Verhiltnis 1: 4000 
zu der mit Leitungswasser angesetzten Traubenzuckerlésung zugegeben 
(pH 7,3). In diesen Lésungen waren sowohl die Chloroplasten mit seitlichen 
Vakuolen als auch die ,,Chlorella-Stadien“ stets in groBer Anzahl vorhanden 
und zeigten lange Zeit keine Veranderungen. Eine verdichtende Wirkung 
der Alkaloide machte sich also bei den isolierten Chloroplasten deutlich 
bemerkbar. Die fiir die einzelnen Konzentrationsstufen typischen Chloro- 
plastenformen sind an Hand der folgenden Mikrophotographien (Abb. 7) 
deutlich zu erkennen. Bei sehr schwacher Konzentration (0,10 mol) werden 


0,10 mol 0,15 mol 0,20 mol 0,25 mol 


g ¢ g 


0,30 mol 0,35 mol 0,40 mol 0,45 mol 


a 


Abb. 7. Viola tricolor, isolierte Chloro- 
plasten in Traubenzuckerlésungen (Physo- 
stigmin | : 4000) steigender Konzentrati- 
onen. Erklarung siehe Text. Vergr. 950 x . 


Q 


0,50 mol 0,55 mol 


vereinzelt groBe, seitliche Vakuolen ausgebildet, die aber schnell platzen. 
Die Plastiden verquellen dann in kurzer Zeit. Bei steigenden Konzentra- 
tionen (0,15 mol bis 0,25 mol) werden die Vakuolen stetig kleiner und wider- 
standsfihiger, bis die linsenformigen Plastiden nur noch eine leichte Ab- 
hebung zeigen (0,30 mol). Steigt die Konzentration weiter an (0,35 mol bis 
0,45 mol), so w6lbt sich der Chloroplast immer starker ein, bis er bei einer 
Konzentration von 0,50 mol U-férmig erscheint. Die Héhlung ist dabei 
von einer nach auBen gewolbten Membran verschlossen. Bei weiterer Kon- 
zentrationssteigerung (0,55 mol) reiBt die Membran, und die Plastiden 
bleiben als gestreckte, offene Napfchen zuriick. Die Granastruktur zeigt 
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keine Abweichungen gegeniiber den in reiner Traubenzuckerlésung be- 
schriebenen Verhaltnissen. Solange die Membran erhalten ist, kann man die 
Grana entweder wie Geldrollen angeordnet beobachten oder sie bilden Streifen. 

Eine konzentrationsabhingige Ausbildung der Vakuolen setzt voraus, 
daB die Vakuolenmembran semipermeable Eigenschaften besitzt. Ich 
mochte daher den isolierten Chloroplasten als ein osmotisch beeinfluBbares 
System betrachten. Daraus ergibt sich, daB die Art der gebildeten Vakuolen 
sowohl von der Konzentration des AuBenmediums als auch von der Kon- 
zentration des Innenmediums abhangig ist. Man kann daher fiir die Bil- 
dung der einzelnen Formen keine absoluten Konzentrationswerte des 
AuSenmediums, sondern nur relative Konzentrationsunterschiede angeben. 
An Hand des Schemas (Abb. 8) sei dies erlautert. 

Bezeichnet man den osmotischen Wert, bei dem der Chloroplast normale 
Linsenform und keine Vakuolen besitzt, mit X, so werden in allen schwi- 
cheren Lésungen Vakuolenformen und in allen starkeren Loésungen mehr 
oder weniger starke ,,Chlorella-Stadien“ ausgebildet werden. Die GréBe 
des X-Wertes wird von der Innenkonzentration des jeweils verwendeten 
Chloroplastenmaterials bestimmt. Da diese vornehmlich von der Menge 
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Abb. 8. Schema der Chloroplastenformen in verschiedenen 
Konzentrationen. Néaheres siehe Text. 


des gebildeten Assimilationszuckers abhangig ist, miiBte es méglich sein, 
die Lage des X-Wertes durch Belichtung der Pflanze experimentell zu ver- 
aindern. 

Zu diesem Zweck wurden Viola-Pflanzen im Gewachshaus 24 Stunden 
verdunkelt und anschlieBend belichtet. Vor und nach der Belichtung wurde 
der X-Wert bestimmt. Im Durchschnitt stieg er nach 3 Stunden Belichtung 
mit 25.000 Lux um ca. 0,1 mol Traubenzucker an. Weiterhin wurden die 
X-Werte vor und nach der Verdunklung bestimmt. Hierbei konnte ein 
deutlicher Abfall des X-Wertes um ca. 0,1 mol Traubenzucker nach 24 Stun- 
den Verdunklung beobachtet werden. Um die Ergebnisse weiter zu sichern, 
wurden gleiche Versuche mit abgetrennten Viola-Blattern durchgefiihrt. 
Vor der Belichtung wurden von der einen Seite der Blattspreite die zur 
Bestimmung notwendigen Flaichenschnitte vorsichtig abgehoben und nach 
der Belichtung der X-Wert der Chloroplasten der ungeschadigten Seite der 
Blattspreite bestimmt. Auch hierbei konnte ein gleich starker Anstieg der 
X-Werte der Chloroplasten bei Belichtung festgestellt werden. 

Anderseits muBte die Vakuolenform auch durch Anderung der Konzen- 
tration des AuBenmediums zu beeinflussen sein. Dazu wurde eine um 0,2 mol 
stirkere bzw. schwichere Lésung vorsichtig unter dem Deckglas hindurch- 
gesaugt. Zwar wurde die Mehrzahl der Chloroplasten weggespiilt, aber es 
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gelang hiufig, einige Plastiden fest im Blickfeld zu behalten. Erreichte z. B. 
bei vakuolisierten Chloroplasten die Front des konzentrierteren Mediums 
die Chloroplasten, so gingen die Vakuolen spontan zuriick. Wurden ,,Chlo- 
rella-Stadien‘‘ durch schwicher konzentrierte Lésungen beeinfluBt, so 
streckten sich diese wieder aus. Die Uberfiihrung von ,,Chlorella-Stadien ‘‘ 
in Vakuolenformen oder umgekehrt gelang im Experiment nicht. Die 
Elastizitat der Membran wird durch die Isolation wahrscheinlich soweit 
vermindert, daB die Membran bei jeder starkeren Beanspruchung zerstért 
wird. 

Aber auch eine weitere Tatsache findet durch die Konzentrationsabhin- 
gigkeit der Chloroplastenformen eine Erklarung. Bei Durchsicht der Prapa- 
rate findet man neben den fiir die jeweilige Konzentration typischen Formen 
auch stets Nachbarstadien. So z. B. in ,,isotonischen Lésungen“ neben der 
vorherrschenden Linsenform auch Chloroplasten mit einer kleinen Vakuole 
und schwach ausgebildete ,,Chlorella-Stadien‘‘. Dieses anscheinend ab- 
weichende Verhalten kann aber auf Grund der stets vorhandenen Variabilitat 
biologischer Objekte erklart werden. Wenn man die Chloroplasten eines 
Flachenschnittes isoliert, so erhalt man stets eine Mischung von Chloro- 
plasten, die unterschiedlichen Lichtintensitaéten ausgesetzt waren. Ent- 
sprechend wird auch die Konzentration an osmotisch wirksamen Mono- 
sacchariden unterschiedlich sein. Diese Variationsbreite ist durch alle 
Konzentrationen hindurch gut zu beobachten. Verfolgt man an Hand des 
Schemas (Abb. 8) den Verlauf bei steigender Konzentration, so ergibt sich 
folgendes Bild. Im stark hypotonischen Bereich werden nur die Chloro- 
plasten mit schwacher Innenkonzentration unzerstérte Vakuolen bilden 
kénnen, bei allen anderen Chloroplasten ist die plétzliche osmotische Be- 
einflussung so stark, da die Vakuolen sofort platzen. Im mittleren Kon- 
zentrationsbereich driickt sich die Variabilitat durch Ausbildung vereinzelter 
Nachbarstadien neben der Hauptform aus. Im stark hypertonischen Be- 
reich dagegen kénnen nur die Chloroplasten mit starker Innenkonzentration 
,,Chlorella-Stadien“‘ bilden, bei allen anderen Chloroplasten wird die Mem- 
bran zu stark beansprucht und reiBt. 

Kurze Stichproben an anderen Objekten zeigten nicht bei allen Pflanzen 
gleiche Ergebnisse. Wahrend Calendula officinalis und Nicotiana tabacum L. 
gute Vakuolen und ,,Chlorella-Stadien“ bildeten, war eine Ausbildung bei 
Agapanthus umbellatus L’ Herit. seltener und bei Centaurea montana L. nicht 
zu beobachten. Wahrscheinlich ist die Stabilitaét der Membran unterschied- 
lich stark ausgebildet. Der Gehalt an Starkek6rnern machte sich in jedem 
Falle st6érend bemerkbar. 


b) Polydthylenglykole 


McClendon und Blinks (1952) erzielten bei der Isolation der Rhodo- 
plasten mariner Rotalgen sehr gute Erfolge bei Verwendung des Praparates 
,,Carbowax 4000° der ,,Carbide and Carbon Chemicals Corporation‘‘. Dabei 
handelt es sich um ein Polyaéthylenglykol vom Molekulargewicht 4000. Da 
mir das Originalpraparat nicht zur Verfiigung stand, verwendete ich die in 
Deutschland hergestellten Polyathylenglykole ,,Synthaédl 6075 und 





Experimentelle Untersuchungen an isolierten Chloroplasten 565 


,synthawachs 5090 A und B* der Firma Bayer (Leverkusen) und ,,Lu- 
trol 9°‘ und ,,Cremolan 60 und 100°‘ der Badischen Anilin- und Soda-Fabrik 
(Ludwigshafen). 

Von den Praparaten wurde durch Verdiinnen mit Leitungswasser je eine 
Konzentrationsreihe (pH 6,0) hergestellt und ihre Wirkung auf die isolierten 
Chloroplasten von Viola tricolor maxima untersucht. Die Praparate erwiesen 
sich jedoch in allen Konzentrationen fiir die Isolierung von Chloroplasten 
als ungeeignet, da diese unter Ausbildung von Myelinblasen bald zerstért 
wurden. Auf ein unterschiedliches Verhalten der Chloroplasten gegeniiber 
Rhodoplasten wiesen schon McClendon und Blinks hin. Eine weitere 
Ursache fiir die schadigende Wirkung kénnten Verunreinigungen der Pripa- 
rate durch Aldehyde sein, da alle eine positive Reaktion mit fuchsinschwefe- 
liger Saéure gaben. 


4. Besprechung der Ergebnisse 


Die Abhangigkeit der Chloroplastenformen von der Konzentration des 
Isolierungsmediums wurde bei den Untersuchungen mit Traubenzucker, be- 
sonders nach Zusatz von Physostigmin, deutlich. Die Entstehung von 
Vakuolenformen und ,,Chlorella-Stadien“ findet eine Analogie in den Ar- 
beiten von Strugger (1929a, b; 1930; 1932). Er konnte an isolierten Kernen 
von Chara fragilis Desv. und an den Kernen geschiadigter Zellen héherer 
Pflanzen experimentell eine Trennung in einen Gel- und einen Solteil her- 
vorrufen. Der Solteil wurde nach auBen von der Kernmembran begrenzt. 
Eine ahnliche Veranderung erleiden die Chloroplasten bei der Isolation. 
Auch hier findet eine Trennung in einen linsenformigen Gelteil und einen 
Solteil statt. Die Plastidengrenzfliche wird dabei zur semipermeablen 
Membran verandert. Ob es sich hierbei um eine sekundiare Verainderung der 
Plastidengrenzschicht, die elektronenoptisch von Frey-Wyssling und 
Mithlethaler (1949), Thomas, Bustraan und Paris (1952) und 
Steinmann (1952) sichtbar gemacht wurde, handelt, oder ob eine neue 
Fallungsmembran (Heilbrunn 1928; Leyon 1953; Frey-Wyssling und 
Steinmann 1953) gebildet wird, laBt sich nicht sicher entscheiden. Im 
isolierten Chloroplasten wird eine der augenblicklichen Assimilationsleistung 
des Chloroplasten entsprechende Zuckerkonzentration vorhanden sein. Ist 
die Konzentration des AuBenmediums der Innenkonzentration isotonisch 
(X-Wert des Schemas Abb. 8), so tritt keine sichtbare Verainderung des 
Chloroplasten ein. Ist das AuBenmedium hypotonisch, so wird das Volumen 
des Chloroplasten verringert, er nimmt Kugelform an und zwingt dabei dem 
Gelteil eine Napfchenform auf. DaB es sich dabei um eine wirkliche Zwangs- 
form des Gelteils handelt, ist mikroskopisch deutlich zu erkennen. Diese als 
.,Chlorella-Stadien*‘ bezeichneten veranderten Chloroplasten bilden Kugeln, 
die stets kleiner als die unveranderten Chloroplasten sind. Wenn nach lan- 
gerer Zeit oder durch einen leichten Druck auf das Deckglas die Membran 
zerreiBt, so springt der eingebogene Gelteil sofort mehr oder weniger weit in 
seine gestreckte Lage zuriick und quillt dann bald auf. Ferner sind gelegent- 
lich anomale Formen zu beobachten. Der Gelteil paBt sich dann nicht napf- 
chenférmig der Solblase an, sondern lagert sich S-férmig ein. 
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Eine andere Deutung der Entstehung von typischen Napfchen mit Mem- 
bran gibt Kiister auf Grund seiner Untersuchungen an den Plastiden von 
Sedum Sieboldii und Funaria hygrometrica (1904, Taf. 10) und von Bryopsis 
(1937, Abb. 75). Kiister (1937, S. 100) schreibt: ,,In den Plastiden ent- 
wickelt sich eine Vakuole; das Stroma zerrei8t und kann — vielleicht durch 
eine Art Synirese — klein und unansehnlich werden; je nach der Art, in 
der das Stroma zerreiBt, entstehen wechselvolle Bilder. Die farblose Haut, 
die an den Chloroplasten gespannt erscheint, entspricht, wie aus dem Ge- 
sagten hervorgeht, nicht der Oberflache der Plastiden, sondern der aus ihnen 
hervortretenden Vakuolenhiille ...‘‘ Waren die von mir beobachteten 
,,Chlorella-Stadien“ in gleicher Weise entstanden, so diirften sich die Schen- 
kel des U-férmig gebogenen Gelteils beim ReiBen der Membran nicht schlag- 
artig strecken, sondern miiBten eher zusammenklappen. 

Meine Untersuchungen an den Chloroplasten von Viola tricolor maxima 
lassen daher fiir die Ausbildung der Vakuolenformen und der ,,Chlorella- 
Stadien“ nur folgende Deutung zu: Die labile Plastidengrenzfliche ist bei 
isolierten Chloroplasten semipermeabel. Der Plastid selbst trennt sich durch 
eine Art Synirese in einen Gelteil und einen Solteil. Der isolierte Chloro- 
plast wird dadurch zum osmotisch beeinfluBbaren System und folgt den 
Gesetzen der Osmose, d. h. der Solteil saugt im hypotonischen Medium Was- 
ser an und schwillt dabei, wahrend er im hypertonischen Medium unter 
Volumenabnahme Wasser abgibt. 

Interessant sind in diesem Zusammenhang die Untersuchungen von 
Burgeff (1932, 8. 194) an Amyloplasten von Didymoplexis minor in Zucker- 
lésungen steigender Konzentrationen. Er konnte ebenfalls feststellen, daB 
im hypo- und hypertonischen Bereich ein schneller Zerfall der Amyloplasten 
stattfindet, wahrend in isotonischen Medien eine Veranderung nur sehr 
langsam eintritt. 

Fir die Isolationstechnik ergeben sich aus den vorliegenden Unter- 
suchungen folgende Hinweise. Der beste Erhaltungsgrad der isolierten 
Chloroplasten wird dann erreicht, wenn das [solationsmedium der Innen- 
konzentration der Chloroplasten mdglichst isotonisch ist. Diese Konzen- 
tration wird selbstverstaéndlich von Objekt zu Objekt verschieden sein, und 
auch beim gleichen Objekt werden sich jahreszeitliche und auch tages- 
zeitliche Schwankungen ergeben. Man kann also eine bewahrte Konzen- 
tration nicht ohne weiteres tibernehmen, sondern mu die jeweils optimale 
Konzentration stets neu bestimmen. Aus der geschilderten Variation im 
physiologischen Verhalten der Chloroplasten, die sich besonders stark aus- 
wirken wird, wenn mehrere Blatter gleichzeitig verarbeitet werden, ergibt 
sich allerdings, daB eine ideale Konzentration nicht gefunden werden kann. 

Bei den Untersuchungen in KCl- und CaCl,-Lésungen lieBen sich nur 
kurz nach Beginn der Einwirkung Vakuolenformen und ,,Chlorella-Stadien“ 
der Chloroplasten beobachten. Besonders in KCl-Lésungen setzte bald ein 
Verquellen ein, das zur schaumigen Degeneration oder zur Auflésung der 
Chloroplasten fiihrte. 

Kine spezifische Salzwirkung war dagegen in Kaliumrhodanidlésungen 
zu beobachten. Hierbei treten zwei Arten der Plastidenverinderung auf. 
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Wirkt eine 0,6 mol KSCN-Lésung nicht linger als 2 Stunden auf die iso- 
lierten Chloroplasten ein, so tritt eine Aufblatterung der Plastiden ein, die 
den von Strugger (1947, 1951) beschriebenen Quellungserscheinungen 
genau entsprach. Durch die KSCN-Quellung kénnen also die im Stroma 
vorgebildeten Lamellen mikroskopisch sichtbar gemacht werden. Wurde 
dagegen die KSCN-Konzentration bei gleichbleibendem osmotischem Wert 
der Lésung vermindert, indem die 0,6 mol KSCN-Lésung mit isotonischer 
Rohrzuckerlésung verdiinnt wurde, bildeten die isolierten Chloroplasten 
ineinandergeschachtelte Blasen aus. Diese kénnten den von Frey-Wyss- 
ling und Steinmann (1953) elektronenoptisch beobachteten Fallungs- 
membranen, die nach Art der Liesegangschen Ringe ineinandergeschachtelt 
sind, entsprechen. Man kann also durch Anderung der Versuchsbedingungen 
an isolierten Chloroplasten experimentell sowohl die Lamellierung des 
Stromas mikroskopisch sichtbar machen (Strugger 1947, 1951) als auch 
ineinandergeschachtelte Fallungsmembranen hervorrufen (Frey-Wyss- 
ling und Steinmann 1953). 


B. Belichtungsversuche an isolierten Chloroplasten 


Versuche, an isolierten Chloroplasten eine assimilatorische Tatigkeit 
nachzuweisen, wurden in der Literatur wiederholt beschrieben. Engel- 
mann (1881) beobachtete, daB bei Belichtung isolierter Chloroplasten im 
Isolationsmedium befindliche aerobe Bakterien zu den Plastiden hinstreben. 
Er fiihrt dies auf die chemotaktische Anziehung durch den entwickelten 
Assimilationssauerstoff zuriick. Seine Untersuchungen wurden von Haber- 
landt (1887) und Pfeffer (1896) zum Teil bestatigt. Kny (1897) konnte 


jedoch bei keinem Objekt eine Sauerstoffentwicklung nachweisen und lehnt 
die Ergebnisse Engelmanns mit dem Hinweis auf methodische Fehler 
ab. Beijerinck (1901) und Molisch (1904) versetzten eine Aufschlem- 
mung von isolierten Chloroplasten mit Leuchtbakterien. Bei Belichtung 
leuchteten diese auf, woraus die Autoren auf eine Sauerstoffausscheidung 
der isolierten Chloroplasten schlieBen. Seit der Arbeit von Hill (1937) ist 
jedoch bekannt, da8 isolierte Chloroplasten und Chloroplastenfragmente 
Sauerstoff nur in einer Suspensionsfliissigkeit entwickeln kénnen, die 
Oxydationsmittel, wie z. B. Eisenoxalat, Eisencyanid oder Chinon (War- 
burg und Liittgens 1944), enthalt. Eine Reduktion von CO, durch be- 
lichtete, isolierte Chloroplasten konnte bisher nicht mit Sicherheit nach- 
gewiesen werden!. Einen kritischen Uberblick iiber diese,,Hill-Reaktion“ 
geben Holt und French (1950). 

Eine fiir die Photosyntheseforschung wichtige Methode fiihrte Larz 
(1942) in die experimentelle Cytologie ein, indem er die Alkaloidwirkung 
auf die Chloroplasten an intakten Zellen untersuchte. Wurden die Blatter 
von Helodea densa mit Nicotin, Kokain, Atropin und Coniin behandelt, so 


1 Nach AbschluB8 der vorliegenden Arbeit wurde bekannt, daB es Arnon erstmalig 
gelungen ist, einen vollstaéndigen PhotosyntheseprozeB an isolierten Chloroplasten 
nachzuweisen. (Arnon, D.I., M. B. Allen and F. R. Whatley: Photosynthesis by 
isolated chloroplasts. Nature 174, 394, 1954.) 





568 K. Mudrack 


bildeten die Chloroplasten in der lebenden Zelle bei Belichtung Vakuolen 
aus. Zur Erklirung der Vakuolenbildung nimmt er an, da die Alkaloide 
die Diffusion des Assimilationszuckers durch die Plastidengrenzschicht 
erschweren oder verhindern, wodurch eine osmotische Aufblihung der 
Plastiden erreicht wird. Bei Priifung des osmotischen Verhaltens der Plasti- 
denvakuolen durch Plasmolysieren der Blatter zeigte es sich, daB in den 
Plastiden osmotische Werte auftreten, die einer Lésung von 1,2 mol Trauben- 
zucker entsprechen. Diese Ergebnisse konnten in den folgenden Jahren 
bestatigt und erweitert werden. Bauer (1943) untersuchte die Alkaloid- 
wirkung auf die Plastiden im Protonema von Ceratodon purpureus und konnte 
auch hier eine Vakuolisation bei Belichtung feststellen. Hanssen (1947) 
gelang es, die nach der Lirzschen Methode an Helodea-Chloroplasten er- 
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Abb. 9. Eichkurve der Monlafix-Niedervoltlampe. Messung 

der Beleuchtungsstaérke in der Héhe des Objekttisches 
in Abhangigkeit von der Stromstirke. 


zeugten Vakuolen durch Aufbewahrung der Sprosse in Leitungswasser im 
Dunkeln wieder riickgingig zu machen. Die Bestiatigung dafiir, da es 
sich bei der Vakuolisation um einen PhotosyntheseprozeB handelt, erbrachte 
Schmidt (1951a), indem er den gebildeten Assimilationszucker und den 
Sauerstoff nachweisen konnte. Es schien daher von besonderem Interesse 
zu sein, diese Methode auf die Untersuchungen an isolierten Chloroplasten 
zu tibertragen. 


1. Methodik 


Die Chloroplasten der Blatter von Viola tricolor maxima wurden in der 
angegebenen Weise isoliert. Als Isolationsmedium diente eine Trauben- 
zuckerlésung mit einem Physostigminzusatz von 1:4000 in Leitungswasser. 
Bei der Wahl der Konzentration des Isolierungsmediums muBten zwei 
Ergebnisse der vorhergehenden Untersuchungen an isolierten Chloroplasten 
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beachtet werden. Einmal hatte es sich gezeigt, daB die isolierten Chloro- 
plasten dann am besten erhalten sind, wenn die Konzentration des Iso- 
lierungsmediums gegeniiber der Innenkonzentration der isolierten Chloro- 
plasten isotonisch ist (X-Wert des Schemas Abb. 8). Zum anderen bilden 
die isolierten Chloroplasten in ,,hypotonischen‘‘ Lésungen Vakuolen auf 
Grund des Konzentrationsunterschiedes aus, wodurch Belichtungsvakuolen 
vorgetaéuscht werden kénnten. Die Konzentration der Lésung wurde daher 
so gewahlt, daB sie gegeniiber der Innenkonzentration der Chloroplasten 
isotonisch oder schwach hypertonisch war. In der Regel betrug die ver- 
wendete Konzentration 0,45 mol Traubenzucker. Die Variabilitat des Mate- 
rials bedingte jedoch, daB die optimale Konzentration entweder bis zu 0,35 mol 
Traubenzucker absank bzw. bis zu 0,55 mol anstieg. Eine Umrandung des 
Deckglases mit Paraffindl oder Vaseline verhinderte eine Konzentrations- 
ainderung durch Verdunstung. Die Belichtung wurde mit einer 150-Watt- 


a, | 


Abb. 10a. Abb. 106. 


Abb. 10. Viola tricolor, Flachenschnitt auf Physostigminlésung 1 : 2000 (LW) schwim- 
mend. a 3% Stunden verdunkelt, keine Vakuolenbildung; 6 3% Stunden mit 15.000 
Lux belichtet, Vakuolenbildung. Vergr. 1600 x 


Glihbirne durchgefiihrt, die zur Kiihlung im flieBenden Wasserstrom eines 
Aquariums hing. Die Praparate befanden sich in ca. 8 cm Abstand von der 
Lichtquelle. Die mit einer Selenphotozelle gemessene Beleuchtungsstarke 
betrug 15.000 Lux. In bestimmten Fallen wurde die Belichtung mit der 
Monlafix-Niedervoltlampe auf dem Objekttisch des Mikroskops durchge- 
fiihrt. Die Beleuchtungsstirke in der Héhe des Objekts in Abhangigkeit 
von der Stromstiarke ist in Abb. 9 als Eichkurve graphisch dargestellt. 


2. Vakuolenbildung bei Belichtung 


Da Schmidt (1951a) bei seinen Untersuchungen feststellte, daB nicht 
alle Pflanzen die von ihm beschriebene Vakuolenbildung zeigten, wieder- 
holte ich seine Versuche an Viola tricolor maxima. Unverletzte Mesophyll- 
zellen enthaltende Flachenschnitte der Blattunterseite wurden auf einer 
Physostigminlésung (LW, 1:2000) schwimmend mit 15.000 Lux belichtet. 
Nach 3¥ Stunden konnten in allen Zellen typische Vakuolenformen der 
Chloroplasten beobachtet werden, die Chloroplasten der Dunkelkontrollen 
waren dagegen unverandert (Abb. 10a und 105). 
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Parallel dazu wurden Belichtungsversuche an isolierten Chloroplasten 
durchgefiihrt. Das Isolationsmedium hatte in der Regel eine Konzentration 
von 0,35 mol Traubenzucker (LW, Physostigmin 1:4000). Eine Vorbe- 
handlung der Schnitte mit Physostigmin lie8 keine Unterschiede gegeniiber 
den sofort isolierten Chloroplasten erkennen. Die Ausbildung der Vakuolen 
erfolgte auch bei den isolierten Chloroplasten in der Regel nach 3 Stunden 
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Abb. lla. Abb. 116. 


Abb. 11. Viola tricolor, in 0,6 mol Traubenzuckerlésung mit Physostigminzusatz 
1 : 4000 isolierte Chloroplasten. Erklarung siehe Text. a vor der Belichtung; b nach 
1% stiindiger Belichtung mit 15.000 Lux. Vergr. 800. 


Belichtung mit 15.000 Lux. Die Reaktionszeit zeigte jedoch deutliche 
tageszeitliche Schwankungen. Die Chloroplasten reagierten am Morgen 


Abb. 12a. Abb. 126. 


Abb. 12. Viola tricolor, in 0,55 mol Traubenzuckerlésung mit Physostigmin- 
zusatz 1: 4000 isolierte Chloroplasten. a nach 24% Stunden Verdunklung; 
b nach 2% Stunden Belichtung mit 15.000 Lux. Vergr. 1600 x . 


schneller als am Nachmittag, was eventuell darauf zuriickzufiihren sein 
kénnte, daB die Photosynthese durch den im Laufe des Tages gespeicherten 
Assimilationszucker etwas gehemmt wird. Der Verlauf der Vakuolenbildung 
ist an Hand der Abbildungen 11a und 6 gut zu verfolgen. In Abb. 11a ist 
eine Gruppe isolierter Chloroplasten vor der Belichtung dargestellt. Die 
Chloroplasten Nr. 1,2 und 4 sind linsenformig und relativ gut erhalten. 
Der Chloroplast Nr. 3 besitzt eine durch die Konzentration des Mediums 
hervorgerufene Vakuole (vgl. 8S. 562, Abb. 7), die sich deutlich von den durch 
Belichtung hervorgerufenen Vakuolen unterscheidet. Alle vier Chloro- 
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plasten zeigen eine Granastruktur, die in der Profilstellung (Nr. 1 und 4) 
noch die geldrollenartige Struktur erkennen la8t. Der Chloroplast Nr. 5 ist 
weitgehend zerstért. In Abb. 116 ist die gleiche Chloroplastengruppe nach 
1\4stiindiger Belichtung mit 15.000 Lux dargestellt. Die relativ unge- 
schadigten Chloroplasten (Nr. 1, 2 und 4) haben typische Belichtungs- 
vakuolen ausgebildet. Die durch die Konzentration des Isolationsmediums 
hervorgerufene Vakuole des 3. Chloroplasten ist bei der Belichtung geplatzt. 
Die Membran wird dabei zerstért, so daB sich keine groBe Belichtungsvakuole 
ausbilden kann. Das Auftreten mehrerer kleiner Vakuolen laBt jedoch erken- 
nen, daB der Chloroplast befahigt sein muB, sekundire Fallungsmembranen 
zu bilden. Der eindeutig geschidigte Chloroplast Nr. 5 konnte nicht mehr 
mit einer Vakuolenbildung auf die Belichtung reagieren. In Abb. 12a und 6 
sind Dunkelkontrolle und Belichtungsvakuole bei starkerer VergréBerung 
dargestellt. Die Granastruktur wird bei der Vakuolisation undeutlich. 

Es muB bei der Anfertigung der Praparate 
darauf geachtet werden, daB die Dunkelkon- 
trollen waihrend dieser Zeit keiner Belichtung 
ausgesetzt werden, da oft schon relativ kurze 
Belichtungszeiten zur Auslésung der Vaku- 
olenbildung geniigen. Die Untersuchungen 
wurden daher im weitgehend abgedunkelten 
Raum durchgefiihrt. Gelegentlich konnte man 
in den Dunkelkontrollen Chloroplasten beob- 
achten, die viele kleine Randvakuolen ausge- 
bildet hatten. Diese waren im Gegensatz zu den 
Belichtungsvakuolen, die als Halbkugeln breit ,,, Chloroplast in 0,5 mol Trau- 
dem Chloroplasten aufsitzen und z. T. ausihm — penzuckerlésung (Physostig- 
hervorzubrechen scheinen (s. Abb. 126), lang- min 1: 4000), nach 2 Stunden 
lich-oval und sitzen mit ihrer Schmalseite dem  Verdunklung. Ausbildung von 
linsenférmigen Chloroplasten an (Abb. 13). Myelinblasen. Vergr. 2000. 
Durch diese abweichende Form unterscheiden 
Sie sich von den typischen Belichtungsvakuolen und stellen wahrscheinlich 
myelinartige Bildungen dar. 

Bei diesen Versuchen wurde die schadigende Wirkung des Zellsaftes und 
des zerstérten Cytoplasmas deutlich. Bei der Isolation lieB es sich oft nicht 
vermeiden, dai ganze Zellgruppen herausgerissen wurden. Die Chloro- 
plasten, die in der Nahe dieser geschadigten Zellen lagen, waren nicht mehr 
zur Ausbildung von Belichtungsvakuolen befihigt. Es erwies sich daher 
als notwendig, daf die isolierten Chloroplasten eine stark verdiinnte Suspen- 
sion bildeten. Wurden im Fliissigkeitstropfen so viele Zellen angeschabt, 
da8 das Praparat schon makroskopisch eine Griinfarbung zeigte, so bildeten 
sich bei Belichtung keine Vakuolen mehr aus. 

Um zu priifen, ob die Vakuolenbildung allein durch die Wirkung des 
Physostigmins ausgelést werden kénnte, wurden Untersuchungen mit Nico- 
tinzusatz und in reinem Leitungswasser durchgefiihrt. Die Belichtungs- 
versuche in einer Nicotin im Verhialtnis 1: 4000 enthaltenden Traubenzucker- 
lésung zeigten insofern eine Abweichung, als die Vakuolen mehr im Innern 


Abb. 13. Viola tricolor, isolier- 
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der Chloroplasten auftreten und dadurch diese stark deformieren. Diese 
gegeniiber den Verhaltnissen in Physostigminlésungen abweichende Art 
der Vakuolenbildung wurde ebenfalls von Schmidt (1951a) bei seinen Un- 
tersuchungen an den Chloroplasten in der lebenden Zelle gefunden. In 
Traubenzuckerlésungen ohne Alkaloidzusatz war eine Vakuolenbildung 
bei Belichtung ebenfalls zu beobachten. Wie schon bei der Besprechung 
der Chloroplastenformen in Traubenzuckerlosungen verschiedener Konzen- 
tration (S. 560) ausfiihrlich dargelegt, ist die Membran der unbehandelten 
isolierten Chloroplasten auBerst empfindlich. Wéahrend die Vakuolen- 
form in gleicher Weise wie in den Lésungen mit Physostigminzusatz aus- 
gebildet wird, ist die Anzahl der vakuolisierten Chloroplasten aus diesem 
Grunde bedeutend geringer. Prinzipiell ist jedoch sowohl in reiner Trauben- 
zuckerlésung als auch bei Physostigmin- oder Nicotinzusatz eine Vakuolen- 
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Abb. 14. Graphische Darstellung der Abhangigkeit des 
Vakuolisationsbeginns der isolierten Chloroplasten von der 
Beleuchtungsstarke. 


bildung méglich, obwohl in der Anzahl (mit oder ohne Alkaloidzusatz) und 
in der Form (Physostigmin oder Nicotin) der gebildeten Vakuolen Unter- 
schiede bestehen. 

Durch Abinderung der Versuchseinrichtung gelang es, die Lichtab- 
hangigkeit der Vakuolenbildung noch weiter zu sichern. Dazu wurde das 
Praiparat von beiden Seiten mit schwarzem Papier abgedeckt. In der 
Mitte wurde ein kreisf6rmiger Ausschnitt ausgespart, der genau der Flache 
des aus dem Kondensor des Mikroskops austretenden Lichtkegels ent- 
sprach. Dieser Ausschnitt wurde dann mit der Mikroskopierlampe auf 
dem Objekttisch belichtet. Je nach der Beleuchtungsstarke bildeten sich 
nach einer bestimmten Zeit in dieser belichteten Zone Vakuolen, im abge- 
dunkelten Teil blieben die Chloroplasten stets unverandert. Man kann 
also durch partielle Belichtung eines Praparates die Wirkung von Licht 
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und Dunkelheit auf die isolierten Chloroplasten unter vollig gleichen Bedin- 
gungen innerhalb einer Flache von 18 x 18 mm nebeneinander beobachten. 

Um eine Abhangigkeit der Vakuolenbildung von der gebotenen Beleuch- 
tungsstirke zu priifen, wurden die Chloroplasten mit der soeben beschrie- 
benen Versuchsanordnung bei steigender Beleuchtungsstirke belichtet. 
Die gebotene Beleuchtungsstairke wurde von der Eichkurve der Monlafix- 
Lampe (Abb. 9) abgelesen. Die Zeit bis zum Beginn der Ausbildung von 
Vakuolen an den im Blickfeld liegenden ungeschiadigten Chloroplasten 
wurde gemessen und in Abhangigkeit von der Beleuchtungsstirke graphisch 
dargestellt (Abb. 14). Der Kurvenverlauf laBt eine deutliche Abhangigkeit 
der Vakuolenbildung der isolierten Chloroplasten von der Beleuchtungs- 
stiirke erkennen. 

Eine weitere Verinderung erfuhren die Versuche dadurch, daB die 
Chloroplasten nicht sofort nach der Praparation belichtet wurden. Ver- 
dunkelte man mehrere Praparate 5 Stunden lang, so bildeten sich waihrend 
dieser Zeit keine Vakuolen. Wurde danach jedoch ein Teil der Praparate mit 
15.000 Lux belichtet, waihrend der andere 
Teil weiterhin verdunkelt blieb, konnten in 
den belichteten Praparaten bereits nach 
einer Stunde die typischen Vakuolen be- 
obachtet werden, wahrend die verdun- 3 
kelten Chloroplasten auch weiterhin un- é 
verindert blieben. g 

Die Lichtabhangigkeit der Vakuolen- 
bildung isolierter Chloroplasten ist daher 4) 
gesichert. V 

Wenn die Vakuolen durch einen bei der 
Belichtung der isolierten Chloroplasten 
gebildeten osmotisch wirksamen Stoff ent- past bildet beim Durchsaugen 
stehen, so miiBte es anderseits méglichsein, yon Leitungswasser Vakuolen 
sie ohne Belichtung durch Verminderung aus. Vergr. 1600 x. 
der Konzentration des Isolierungsmediums 
experimentell hervorzurufen. Die Chloroplasten wurden dazu in einer 
0,6 mol Traubenzuckerlésung (Physostigmin 1:4000) isoliert. Wurde an- 
schlieBend vorsichtig Leitungswasser unter dem Deckglas hindurchgesaugt, 
so bildeten die Chloroplasten spontan die typischen Vakuolenformen aus 
(Abb. 15). 

Um weitere Parallelen zwischen dem Belichtungsverhalten der isolierten 
Chloroplasten und der Chloroplasten in der lebenden Zelle (Larz 1942, 
Schmidt 1951a) zu finden, wurde die Wirkung von Kalte und Phenylure- 
than auf die belichteten isolierten Chloroplasten untersucht, da diese die 
Photosynthese bei intakten Zellen hemmen (Rabinowitch 1945). 

Zur Durchfiihrung der Kaltehemmung wurde eine diinnwandige Petri- 
schale mit rechteckigen Eiswiirfeln gefiillt. Auf dieser lag das Praparat 
wihrend der Belichtung. Das Kontrollpraparat lag unmittelbar daneben 
auf einer Pappunterlage unter der gleichen Lichtquelle. Die Temperatur 
des gekiihlten Praparates konnte nur annahernd gemessen werden, sie lag 


Abb. 15. Viola tricolor, in 0,6 mol 
Traubenzucker isolierter Chloro- 
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zwischen 0° C und + 5° C, das Kontrollpraiparat besaB Raumtemperatur 
(+ 20°C). Die Hemmung der Vakuolenbildung bei Belichtung in der Kilte 
war in jedem Versuch vollstandig. 

Zur Erzielung einer Hemmung der Vakuolenbildung durch Phenylurethan 
wurde dem Isolationsmedium Phenylurethan (Smp. ca. 50° C) von Merck 
im Verhiltnis 1:2000 zugesetzt. Eine Wirkung zeigte sich jedoch nur, wenn 
die Schnitte vor der Isolation mindestens 30 Minuten auf einer wasserigen 
Phenylurethanlésung (1: 2000) schwimmend vorbehandelt wurden. Offen- 
bar verhindert die durch Physostigmin verdichtete Oberfliche der isolierten 
Chloroplasten ein Eindringen des Phenylurethans. Eine véllige Hemmung 
war auch bei Vorbehandlung der Chloroplasten nicht immer zu erzielen. 
Es trat jedoch in jedem Falle eine deutliche zeitliche Verzégerung und eine 
bedeutend schwiichere Ausbildung der Vakuolen gegeniiber den unbehan- 
delten Kontrollen ein. 

Weiterhin wurde der Einflu8 von Thymol auf die Vakuolenbildung unter- 
sucht, da dieser Stoff die Eigenschaft besitzt, in starker Konzentration 
hemmend und in schwacher Konzentration stimulierend auf die Photo- 
synthese (Emerson und Arnold 1932) und auf die Hill-Reaktion (Mac- 
Dowall 1947) zu wirken. Eine 0,35 mol Traubenzuckerlésung mit Physo- 
stigmin 1:4000 (pH 7,8) wurde mit abnehmenden Konzentrationen von 
Thymol versetzt. Die Konzentrationsreihe wurde von einer 5x 10—* mol. 
Lésung ausgehend durch jeweilige Verdiinnung auf die Halfte hergestellt. 
Um die Wirkung der einzelnen Konzentrationen festzustellen, wurde in 
Untersuchungsreihen von jeder Thymolkonzentration ein Praparat herge- 
stellt und alle unter gleichen Bedingungen (Beleuchtungsstirke, Belichtungs- 
dauer, Temperatur) belichtet. Zur Kontrolle wurde parallel dazu stets die 
Wirkung von Lésungen ohne Thymolzusatz untersucht. Alle Praparate 
einer Versuchsreihe wurden vom gleichen Blatt hergestellt. Nach der Be- 
lichtung wurde der Grad der Vakuolenbildung untersucht und mikrophoto- 
graphisch protokolliert. Die Gré8enunterschiede der gebildeten Vakuolen 
zwischen den einzelnen Konzentrationen waren so grob, daB eine Forderung 
bzw. Hemmung mit Sicherheit zu beurteilen war. Wahrend bei einer Kon- 
zentration von 5x10~* mol eine vollige Hemmung zu beobachten war, 
erfuhr die Vakuolenbildung bei Konzentrationen von 1,3 x 10~* mol bis 
zu 6,3 10~—* mol gegeniiber den unbehandelten Kontrollen eine deutliche 
Férderung. Schwichere Konzentrationen lieBen keine Wirkung auf die 
isolierten Chloroplasten erkennen. Diese Konzentrationswerte stimmen 
weitgehend mit den Untersuchungsergebnissen von MacDowall (1947) 





Keine 


Hemmung Forderung Wirkung 





Eigene Ergebnisse .... 5 10° 1,3 x 10? bis 6,3 x 10—4 





Mac Dowall (1947)... 5x 10~? 1,0 x 10~? bis 5,0 x 1 





E merson und Arnold 
(1932) : ~8,0 x 10—° 
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tiber die Hill-Reaktion isolierter Spinatchloroplasten und von Emerson 
und Arnoid (1932) iiber die Dunkelreaktion der Photosynthese bei Chlorella 
iiberein, wie aus der Tabelle 8. 574 hervorgeht. 

Auch bei Verwendung von Strychnin pur. stimmen die Konzentrationen 
fiir die Férderung der Vakuolenbildung (2,5 x 10—+ mol bis 5,0 x 10—* mol) 
vollig mit den von MacDowall (1947) gefundenen Werten iiberein. 


3. Besprechung der Ergebnisse 


Die Untersuchungen lassen eine nahezu vollstandige Parallelitat im Ver- 
halten der isolierten Chloroplasten gegeniiber den Vorgiangen in der belich- 
teten Zelle erkennen. Wahrend Liarz (1942) und Hanssen (1947) die Be- 
deutung der Assimilation bei der Vakuolenbildung aufzeigten, konnte 
Schmidt (1951a) durch Nachweis des gebildeten Zuckers und der Sauer- 
stoffausscheidung wahrend der Vakuolisation den endgiiltigen Beweis dafiir 
erbringen, da die Vakuolenbildung in der mit Alkaloiden behandelten 
Zelle durch den PhotosyntheseprozeB hervorgerufen wird. Der gleichartige 
Verlauf der Reaktion der isolierten Chloroplasten legt die Vermutung nahe, 
daB es sich auch hierbei um einen Photosynthesevorgang handeln kénnte. 
Wenn auch viele Tatsachen dafiir sprechen, so kann der endgiiltige Beweis 
aus technischen Griinden nicht erbracht werden. Ein zwingender Beweis fiir 
ein Assimilationsgeschehen wire nimlich nur der Nachweis der Zunahme 
des Zuckergehaltes waihrend der Belichtung, der qualitative Zucker- 
nachweis allein geniigte nicht. Ein quantitativer Nachweis des Zuckers 
in den isolierten Chloroplasten ist jedoch nicht durchfiihrbar. Auch die 
eventuell gebildeten Sauerstoffmengen sind so gering, daB sie sich einem 
Nachweis entziehen. 

Weiterhin zeigen die Ergebnisse, daB es nur schwer mdéglich sein wird, 
manometrisch eine Photosyntheseleistung isolierter Chloroplasten zu mes- 
sen. Bleibt die Plastidenmembran wahrend des Versuches erhalten, so kann 
der gebildete Assimilationszucker nicht abgeleitet werden und die Photo- 
synthese wird gehemmt. Platzt die Membran jedoch durch den entstehenden 
hohen osmotischen Druck, so verquellen die Chloroplasten und sind nicht 
mehr zur Assimilation befahigt. In beiden Fallen wird also der Photo- 
syntheseprozeB zum Stillstand kommen, bevor meBbare Sauerstoffmengen 
gebildet werden konnten. 

Mit Sicherheit kann daher nur gesagt werden, daB die isolierten Chloro- 
plasten bei Belichtung befahigt sind, einen osmotisch wirksamen Stoff zu 
bilden. Die Vermutung liegt allerdings nahe, daB es sich bei der Bildung 
des Stoffes zumindest um einen Teilproze8 der Photosynthese handelt. 


C. Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. In Traubenzuckerlésungen isolierte Chloroplasten zeigten konzentra- 
tionsabhingige Forminderungen. Der isolierte Chloroplast wird durch 
Permeabilititsminderung der Plastidengrenzfliche zum osmotisch beein- 
fluBbaren System. Das Chloroplasteninnere scheidet sich dabei in einen 
Gelteil und einen Solteil. Im hypotonischen Medium wird der Solteil zu 
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einer Vakuole aufgebliht, im hypertonischen Medium schrumpft der Sol- 
teil zu einer kleinen Blase zusammen und zwingt dabei dem Gelteil eine 
Napfchenform auf (,,Chlorella-Stadium‘). Nur im isotonischen Medium be- 
halt der isolierte Chloroplast seine normale Linsenform mit ungeschiadigter 
Grenzflaiche bei. 

2. Durch Bestimmung des isotonischen Wertes vor und nach der Be- 
lichtung einer Pflanze kann eine Zunahme an osmotisch wirksamer Substanz 
innerhalb der Chloroplasten beobachtet werden. 

3. Da die Innenkonzentration des Chloroplasten an osmotisch wirksamer 
Substanz durch die Photosynthese laufend verandert wird, ist bei jeder 
Isolation der isotonische Wert neu zu bestimmen. 


4. Die Haltbarkeit der Chloroplasten-Oberfliche kann durch einen Zu- 
satz von Alkaloiden (Physostigmin, Nicotin) zum Isolationsmedium erhGht 
werden. 

5. Bei Quellungsversuchen mit Kaliumrhodanidlésungen konnte die 
von Strugger (1947, 1951) beobachtete Aufblatterung der Chloroplasten 
bestiatigt werden. Wirkten mit isotonischen Zuckerlésungen verdiinnte 
KSCN-Lésungen lange Zeit auf isolierte Chloroplasten ein, so wurden inein- 
andergeschachtelte Blasen ausgebildet, die als Fallungsmembranen ge- 
deutet werden kénnen (Frey-Wyssling und Steinmann 1953). 

6. Bei Belichtungsversuchen an isolierten Chloroplasten konnte festge- 
stellt werden, da photosynthetisch ein osmotisch wirksamer Stoff gebildet 
wird. Die Reaktion kann durch Kalte vollig und durch Phenylurethan zum 
Teil gehemmt werden. Mit starken Verdiinnungen von Thymol und Strych- 


nin lat sich eine Stimulierung der Reaktion hervorrufen. Die Geschwindig- 
keit der Reaktion ist von der gebotenen Beleuchtungsstirke abhangig. 


Die Arbeit wurde als Teil einer Dissertation am Botanischen Institut der Uni- 
versitaét Miinster i. W. ausgefiihrt. Meinem hochverehrten Lehrer, Herrn Prof. Dr. 
S. Strugger, bin ich fiir die Uberlassung des Themas sowie fiir die standige hilfs- 
bereite Férderung meiner Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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Die Wurzelhaare von T'rianea bogotensis haben seit Pfeffer immer wieder 
fiir zellphysiologische Untersuchungen Verwendung gefunden. Sie sind 
relativ groB8 und im natiirlichen Substrat leicht einer mikroskopischen Ana- 
lyse intra vitam zuginglich. Wie Strugger (1949) ausfiihrt, sind die Tricho- 
blasten insbesondere zur Beobachtung der Plasmastrémung, aber auch fiir 
die Analyse der Plasmolyse und zum Studium der Stoffaufnahme und -spei- 
cherung (Vitalfarbung) geeignet. Den Organellen dieser speziell der Wasser- 
und Niahrsalzaufnahme dienenden Zellen ist aber bislang wenig Aufmerk- 
samkeit geschenkt worden. Die Literaturangaben beschrinken sich ledig- 
lich darauf, daB starker lichtbrechende Partikel geringer GroBe vorhanden 
sind. Sie machen die fiir Wurzelhaare charakteristische ,,springbrunnen- 
artige Rotationsstromung* im Hellfeld, weitaus besser noch im Dunkelfeld 
besonders deutlich sichtbar (vgl. Strugger 1949). 

Mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops durchgefiihrte Beobachtungen 
an lebenden Wurzelhaaren von T'rianea bogotensis (aus technischen Griinden 
war die Untersuchung nur in den dafiir wenig geeigneten Wintermonaten 
moglich) zeigen, daB hier die Lebendanalyse der Zellorganelle ohne beson- 
dere Schwierigkeit méglich ist. Fiir die Untersuchungen stand eine Phasen- 
kontrasteinrichtung von Leitz (mit Heinekondensor) zur Verfiigung. Das 
Objektiv Pv Fl 70 (Ol) A 1, 15 hat sich fiir die Lebendbeobachtung der ver- 
haltnismaBig dicken Wurzelhaare wegen seines groBen Arbeitsabstandes, 
seiner hohen. Auflésung und seiner Absorption als besonders geeignet er- 
wiesen. Es sind ca. 1144 cm lange, abgeschnittene Wurzeln méglichst scho- 
nend auf den Objekttrager iiberfiihrt worden. Die seitlichen, in ausgewach- 
senem Zustand bis zu 10 mm langen Wurzelhaare bleiben dabei ungeschia- 
digt, die lebhafte Plasmastrémung erfaihrt keine Verminderung. Bei dem 
zylindrischen Bau der Zellen kann allerdings nur in der Mitte des oberen 
Plasmawandbelags ein optimaler Kontrast erreicht werden. An der mit 
Plasma dicht erfiillten Spitze st6Bt die Beobachtung ebenfalls auf Schwierig- 
keiten. Mit dem Objektiv Pv Apo 90 (Ol) A 1,15 war es dagegen nur in 


a 
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Ausnahmefillen méglich, durch Deckglasdruck ungeschidigte Zellen mit 
ausreichendem Phasenkontrast zu finden. 

Die Kenntnis der Konfiguration des Protoplasten wird vorausgesetzt, 
wobei auf den plasmareichen Wandbelag, die Zerfurchung durch Plasma- 
striinge und die lebhafte springbrunnenartige Rotationsstrémung, durch die 
groBe Plasmaballen mitgefiihrt werden, hinzuweisen ist. Es sei allein auf 
den morphologischen Charakter der Zellorganelle eingegangen, da eine 
nihere Kenntnis der Plastiden, Chondriosomen und Sphirosomen insbe- 
sondere fiir den Entwicklungsphysiologen von Interesse sein diirfte. Bei 
den Wurzelhaaren (‘Trichoblasten) handelt es sich um verhaltnismaBig kurz- 
lebige, extrem groBe Zellen der Rhizodermis, die in regelmaBigem Muster 
angelegt werden und wahrscheinlich speziell der Wasser- und Nahrsalz- 
aufnahme dienen. Die 
Differenzierung in Tri- 
choblasten und nur eine 
normale GrdBe aufwei- 
sende Atrichoblasten er- 
folgt im embryonalen 
Bereich der wachsenden 
Wurzel durch eine von 
Biinning (1951) naher 

untersuchte inaquale 
Teilung. In allen der 
Beobachtung zugingli- 
chen Zellen der Rhizo- 
dermis sind neben dem 
Zellkern Plastiden (als 
Leukoplasten), Chondri- 
osomen und Sphiro- 
somen mit Hilfe des 
Phasenkontrastmikro- 


skops nachzuweisen(vgl. 
Die lebhafte Plasmastrémung setzt der photographischen Abb. 1). Es kann kein 


Aufnahme lebender W urzelhaare groBe Schwierigkeiten Zweifel dariiber beste- 
entgegen. In den vorliegenden Aufnahmen (Ortholux, ; 
Phasenkontrasteinrichtung mit Heinekondensor und hen, ‘ dab diese re- 
Py FI 70 [Ol], Hg-Brenner CS 150 als Lichtquelle, Griin- gelmaBig vorkommende 
filter, Mikas, Leica) wurden Stellen ausgewahlt, in denen Konstituenten des 
die Strémung bereits zum Stillstand gekommen war. pflanzlichen Protoplas- 
Leukoplasten und Chondriosomen sind abgekugelt und ten- sein miissen (vgl. 
zeigen nicht die fiir voll lebende Zellen typische Form. Perner 1953, 1954a, 
Sorokin 1955 u. a.). 
In den ausgewachsenen Wurzelhaaren liegt der verhiltnismaBig groBe 
Zellkern fast immer an der Basis des Trichoblasten, ohne da er Orisver- 
ainderungen durch die Plasmastrémung erfihrt. In dem wandstindigen, 
lebhaft strémenden Cytoplasma sind zunichst Sphirosomen zu identifi- 
zieren (vgl. Perner 1953). Als kugelrunde Gebilde mit einem Durchmesser 
von 0,3 liegen sie an der Grenze der mikroskopischen Wahrnehmung. 


Abb. 1. Plasmawandbelag eines Wurzelhaares von T'ri- 
anea bogotensis im Phasenkontrastmikroskop. In der 


Bildmitte sind zwei Leukoplasten zu erkennen. Sphiro- 
somen unterscheiden sich im Bild von den abgekugelten 
Chondriosomen nur durch Gr6éBe und staérkeren Kontrast. 
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Wegen ihrer Zahl und dem auffalligen schwarzen Phasenkontrast, den weder 
Chondriosomen noch Leukoplasten aufweisen, sind sie leicht zu erkennen. 
Thre Ortsveranderungen sind meist auBerordentlich schnell (vgl. Dangeard 
1947). Die Spharosomen erméglichen in erster Linie die Wahrnehmung der 
Plasmastr6mung im Hell- und Dunkelfeld. Im Hellfeld sind sie wegen der 
stirkeren Lichtbrechung gerade noch zu erkennen, im Dunkelfeld leuchten 
sie wie helle Sterne. 

Neben Sphirosomen enthalt das Cytoplasma auch Chondriosomen in 
einer fiir das Objekt charakteristischen Ausbildung. Sie sind immer ho- 
mogen und zeigen einen mattgrauen Phasenkontrast. Im Hellfeld entziehen 
sie sich dem optischen Nachweis, im Dunkelfeld leuchten ihre Grenzschich- 
ten nur ganz schwach. Die Chondriosomen sind in der iiberwiegenden 
Mehrzahl kurz stabchenformige, ovale oder auch kugelige Gebilde, deren 
Durchmesser in der Gré8enordnung von 0,6 pu liegt (Messungen wurden mit 
einem Schraubenokularmikrometer durchgefiihrt). Die Lange der stabchen- 
formigen Chondriosomen kann mit 1,2 bis 1,4 1 angegeben werden. Nur in 
geringer Zahl sind fadenférmige Chondriosomen zu beobachten gewesen, 
die bis zu 4 uw lang sein kénnen. [hre Stromungsgeschwindigkeit im Plasma 
kann sehr hoch sein, sie ist aber niemals so gleichmaBig wie die der Spharo- 
somen. Kommt es durch Deckglasdruck oder aus anderen Ursachen zu 
einer Schadigung des Protoplasten, kugeln sich die Chondriosomen ab oder 
sie fragmentieren. Mit fortschreitender Desorganisation quellen sie unter 
gleichzeitigem Verlust des Phasenkontrastes (vgl. Perner 1954a). Die 
Chondriosomen der Wurzelhaare unterscheiden sich ihrem Verhalten nach 
nicht von denen anderer Pflanzenzellen. 

Neben Sphirosomen und Chondriosomen fallen die recht zahlreichen 
Leukoplasten vor allem durch ihre GréBe auf. Sie sind auch durch ihren 
mikroskopischen Aufbau und ihr Verhalten eindeutig von jenen zu unter- 
scheiden. Leukoplasten treten vorwiegend als langlich-ovale Gebilde in 
Erscheinung (ca. 2 uw lang, 1,2 wu breit). Die fiir sie typische Améboidie ist 
trotz der dauernden passiven Ortsveranderungen, die sie durch die Plasma- 
str6mung erfahren, zu erkennen. Besonders deutlich wird sie bei der Beob- 
achtung still liegender Leukoplasten am Rande eines Plasmastranges. Das 
Stroma, nur in wenigen Fallen vakuolisiert, gibt einen dunkelgrauen Phasen- 
kontrast, der stiarker ist als der von Chondriosomen. 

Als wesentlichstes Kennzeichen der Plastidennatur dieser Gebilde muB 
aber das Vorhandensein eines schwarz kontrastierten, starker lichtbrechen- 
den Granums gewertet werden (vgl. dazu Perner 1954b; Bartels 1955). 
Sofern die optischen Bedingungen des Praparats optimal sind (eventuell 
Verfolgen eines Plastids im strémenden Cytoplasma), kann dieses regel- 
maBig im Stroma aller Leukoplasten festgestellt werden. Mit einem Durch- 
messer von 0,3 vu ist es duBerst klein, fallt aber durch den schwarzen Kon- 
trast besonders auf. In dem untersuchten Zellmaterial ist es mit einer Aus- 
nahme (Leukoplasten mit zwei Grana) immer in Einzahl beobachtet worden. 
Abb. 2 zeigt eine Gruppe von Leukoplasten, in denen das Granum als dunk- 
ler Punkt zu erkennen ist. Da®B das Granum nicht kugelférmig , sondern 
vielmehr abgeplattet linsen- oder scheibchenférmig ist, zeigen Beobachtun- 
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gen an geschidigten Wurzelhaaren. Mit dem Quellen der nunmehr abge- 
kugelten Lcukoplasten und dem allmahlichen Verlust des Phasenkontrastes 
im Stroma gerit das Granum in Brownsche Bewegung und ist dabei auch 
in Profilstellung zu sehen. Fir die Scheibchennatur des Granums sprechen 
auch die Beobachtungen von Leukoplasten mit zwei Grana (vgl. Abb. 3). 
Sie sind sicherlich durch Teilung entstanden, denn es konnten Leukoplasten 

gefunden werden, bei de- 
nen die beiden Grana dicht 

nebeneinander liegend 

von der Schmalseite aus 
zu erkennen waren. Die 
beiden Granascheiben lie- 
gen parallelisiert, so daB 
sich Bilder ergaben, wie 
sie von Strugger (1954) 
fiir Proplastiden von Aga- 
panthus umbellatus an- 
gegeben werden (S. 132, 
Abb. 10). 

Fiir die Realitat des 
Granums spricht weiter- 
hin, daB es intra vitam auch im Dunkelfeld nachweisbar ist. Im optisch leer 
erscheinenden Stroma, dessen Grenzschichten lediglich einen mattsilbrigen 
Glanz aufweisen, liegt das Granum als leuchtender Punkt eingebettet. In 
Ubereinstimmung zu den bis- 
herigen Befunden iiber die stoff- 
liche Natur des Granums 1aBt 
sich auch bei T'rianea bogotensis 
nachweisen, daB neben Lipo- 
iden proteidartige Komponen- 
ten am Aufbau beteiligt sind. 
NachFarbung fixierter Wurzel- 
haare (2% OsO, als Fixations- 
mittel) mit Viktoriablau, Ros- 
anilin oder Fuchsin ist das 
Granum stiarker gefairbt als das 
Stroma, so daB es auch in 
fixierten Zellen zu identifizieren 
ist. Weiterhin farbt es sich 
mit Lipoidfarbstoffen starker an als das Stroma. 

Zu einem iiberraschenden Ergebnis fiihrten weitere Untersuchungen 
lebender Wurzeln im Fluoreszenzmikroskop (Ortholux mit dreilinsigem 
Kondensor, Hg-Brenner CS 150 W, Philips als Erregerlichtquelle, 8 mm 
BG 12 als Erregerlichtfilter, 2,5 mm OG 1 als Sperrfilter). Die schon im ge- 
wohnlichen Licht grinlich erscheinenden Wurzeln zeigen eine intensive 
blutrote, durch die Anwesenheit von Chlorophyll bedingte Primarfluores- 
zenz. Die nahere Analyse der Rhizodermis ergibt, daB aber die Trichoblasten 


Abb. 2. Eine Gruppe von Leukoplasten, in deren Stroma 
das Granum als dunkler EinschluB zu erkennen ist. 


Abb. 3. 


Leukoplast, in dessen Stroma zwei parallel zu- 
einander orientierte Granen nachweisbar sind. 
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im Gegensatz zu den Atrichoblasten keinerlei Chlorophyllfluoreszenz auf- 
weisen. Bis weit in die meristematische Zone der Wurzel hinein, wo eine 
Unterscheidung der beiden Zelltypen im Hellfeld fast nicht mehr méglich 
ist, fluoreszieren die Leukoplasten — bzw. deren proplastidische Stadien — 
in den Trichoblasten nicht. Auch in den vollig ausgewachsenen Wurzel- 
haaren — der Dauerzone genahert — sind die Leukoplasten auf Grund der 
Fluoreszenzbeobachtung chlorophyllfrei. In den Leukoplasten der Tricho- 
blasten mu demnach die Chlorophyllbildung vollkommen gehemmt sein. 
Im Gegensatz dazu zeigen die Plastiden der Atrichoblasten ebenso wie die 
anderer Wurzelgewebe eine mehr oder weniger intensive Rotfluoreszenz. 
In den Atrichoblasten der Rhizodermis sind die Plastiden nicht mono- 
granular, sie scheinen vielmehr polygranulir aufgebaut zu sein, da die 
Chlorophyllfluoreszenz auf mehrere hellere Punkte im Stroma beschrankt ist. 

In diesem Zusammenhang ist noch auf einen weiteren Unterschied hinzu- 
weisen, der zwischen den Plastiden in Tricho- und Atrichoblasten besteht. In 
den Leukoplasten der Wurzelhaare sind niemals Starkekérner nachzuweisen 
gewesen (auch polarisationsmikroskopisch gepriift). Demgegeniiber enthalten 
die Plastiden der Atrioblasten regelmaBig Starke-Einschliisse in wechselnder 
Anzahl und GréBe. Mit der Differenzierung zu Trichoblasten geht dem- 
nach in den Leukoplasten die Fahigkeit zur Starkekondensation verloren. 

Mit geeigneter Methodik hat sich bei T'rianea bogotensis ebenso wie bei 
Alliuwm-Epidermen (vgl. Perner 1954b) im Leukoplasten eine dem ,,pri- 
miren Granum“‘ entsprechende Struktur nachweisen lassen. Ob ein solches 
ohne Ausnahme fiir die Leukoplasten aller Pflanzenzellen kennzeichnend 
ist, laBt sich bei dem gegenwartigen Stand der Forschung noch nicht ent- 
scheiden. Die verschiedenartige Differenzierung der Proplastiden in den 
Tricho- und Atrichoblasten der Rhizodermis von T'rianea bogotensis, so- 
matischen Zellen gleichen Ursprungs, laBt vermuten, daB differente Wege 
méglich sind. Die lichtmikroskopischen Befunde haben dazu angeregt, 
dieses Objekt auch einer elektronenmikroskopischen Analyse zu unter- 
ziehen, die einen weiteren Einblick in das Problem der Entwicklung von 
Proplastiden erwarten laBt. Uber die Ergebnisse wird spiter berichtet 
werden. 

Zusammenfassung 

1. In den zu Trichoblasten differenzierten Zellen der Rhizodermis von 
Trianea bogotensis sind mit Hilfe des Phasenkontrastmikroskops intra 
vitam die fiir Zellen héherer Pflanzen charakteristischen Organelle — Pla- 
stiden (als Leukoplasten), Chondriosomen und Sphairosomen — in typischer 
Ausbildung nebeneinander nachweisbar. 

2. Die Plastidennatur der Leukoplasten geht insbesondere aus dem Vor- 
handensein eines Granums hervor. Seine Realitat laBt sich durch Dunkel- 
feldbeobachtung intra vitam und den Nachweis an fixierten Zellen sichern. 
Neben Lipoiden sind auch proteidartige Komponenten am Aufbau beteiligt. 

3. Den meist monogranuliren Leukoplasten der Wurzelhaare fehlt im 
Gegensatz zu den polygranularen, chlorophyll- und starkefiihrenden Pla- 
stiden der Atrichoblasten die Fahigkeit zur Bildung von Chlorophyll und 
zur Kondensation von Starke. 
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Uber die Mitwirkung rhythmischer Oscillationen 
der Centrosomen bei mitotischen Chromosomenbewegungen 


Von 
Hans H. Pfeiffer, Bremen 


Aus dem Laboratorium fiir Polarisationsmikroskopie, Bremen I 
Mit 4 Textabbildungen 


( Eingelangt am 21. August 1955) 


I. Historische Vorbemerkungen und Arbeitsziel 


Unter den an Zahl schier uniibersehbaren Versuchen zur Interpretation 
des Mitosemechanismus und speziell der anaphasischen Chromosomenbe- 
wegung (vgl. [6], [8], [16], [18], S. 309, [23], [34], [43]) erfreut sich die Deu- 
tung der Spindelfasern als Zugfasereinrichtung der in Bewegung gesetzten 
Chromosomen weithin freundlicher Zustimmung (vgl. aber auch [44], S. 94und 
die dortige Literatur). Dennoch scheint mir eine solche Auffassung, obzwar sie 
in der Ausbildung als Hypothese faltbarer und entfaltbarer Proteinketten 
[33] das Verstindnis der cytologischen Grundlagen der Mitose und Meiose 
sicher gefordert hat, mit exakter Kenntnis des mitotischen Apparats nicht 
leicht vereinbar zu sein. Daher mégen in der nachfolgenden Arbeit, welche 
dem besonderen Gedenken des zu ehrenden Jubilars gewidmet ist — der 
bei selbstverstandlicher Wiirdigung seiner besonderen Verdienste bei Be- 
griindung und Ausbau der modernen Protoplasmatik auch fiir die Erfor- 
schung des Teilungsgeschehens der Zelle durch eine Analyse der zur Meri- 
stematisierung fiihrenden Prozesse bahnbrechende Anregungen gegeben 
hat [46] —, schon friiher von mir ins Auge gefaBte hydrodynamische Phiino- 
mene wihrend des karyokinetischen Geschehens [21] genauer beleuchtet 
werden, um so vielleicht mindestens die Mitwirkung der zu behandelnden 
Oscillationen (vgl. auch [50]) wahrscheinlich zu machen. Auch nach Schra- 
der [34] wiirde eine solche Hypothese des Mitosemechanismus einigen poten- 
tiellen Wert beanspruchen diirfen, wenn sie auch heute noch ebenso wie zu 
der Zeit, da sie nach physikalischen Befunden von Bjerknes [3] ad hoc 
durch Lamb [14] aufgestellt wurde, einer Stiitzung durch Beobachtungs- 
material dringend bedarf. 

In letzterer Hinsicht fiihren auch spitere Behandlungen der Frage 
[5], [15], [48] noch nicht weiter, wie denn auch Schrader [34] mit Recht 
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dariiber erstaunt ist, daB man sich bis in die jiingste Zeit so wenig um eine 
experimentelle Priifung der Ubertragung von Bjerknes’ Befunden auf 
das Mitosegeschehen bemiiht hat. Auch heute noch werden wir die von 
Salazar [32] an fixierten und gefarbten Zellen von Lepus cuniculus be- 
schriebenen raschen Anderungen der Verteilung minutidser Granula um 
den Spindelpol herum nicht als zureichenden Beweisgrund ansehen wollen. 
Eher lieBe sich schon der Befund von Huettner und Rabinowitz [9] in 
dem verlangten Sinne deuten, welche an Zellen von Drosophila in vivo aus 
der Unméglichkeit, beide Centriolen dauernd gleichzeitig scharf im Gesichts- 
feld des Mikroskops festzuhalten, auf eine gewisse Schwingungsbewegung 
in den fraglichen Raumen geschlossen haben; es bleibt aber gewif der 
Wunsch nach Sicherung des Befundes durch haufigeren Nachweis zugleich 
bei anderen Objekten bestehen. Als dann noch Policard und Bessis [30] 
mikrokinematographisch an sich teilenden Leukocyten von Triton ein 
Oscillieren an den Spindelpolen des Kerns nachweisen konnten, schien mir 
erneutes und forciertes Bemiihen um eine Entscheidung des Bjerknes- 
Effektes entweder als Begleitphainomen oder als causa efficiens bei 
der mitotischen Chromosomenbewegung ein lohnendes Arbeitsziel!. Uber 
den Stand der dazu angestellten Beobachtungen und Versuche sei hier kurz 
berichtet. 


II. Vorbetrachtungen zur Versuchsanstellung 


Bjerknes [3] hat gezeigt, wie zwei in einer Fliissigkeit in entgegenge- 
setzter Phase rhythmisch oscillierende (bzw. in gleicher Phase 
pulsierende) Kugeln einander anziehen (et vice versa), indem dabei ein 
System hydrodynamischer Kraftlinien entsteht, welches einem solchen eines 
elektrischen oder magnetischen Feldes oder der amphiastralen Konfiguration 
mitotischer Zellkerne homolog ist. Mathematisch beschreiben laBt sich eine 
solche Oscillation als die symmetrische Welle, welche aus der Gleichung 

O et (pt — kr) 

e = pay Y,, (Q, 9) > f, (ikr) 

n= 
fiir den besonders einfachen Fall von Kugelschwingungen, bei denen w nur 
vom Radius abhangt, und fiir das Glied n = 0 folgt [41, S. 422]. Wie an- 
laBlich eines Vorbereitungsabends zur Diskussion der Schrédinger- 
Gleichungen [49] hier durch H. Stocker [37] demonstriert wurde, sind 
diese Effekte auch an schwingenden Korpern in Luft leicht darstellbar. Ein 
weiteres Phinomen der Versuchsanstellung besteht darin, daB ein unbe- 
wegter, in ein Medium geringerer Dichte tauchender Ké6rper 
von den pulsierenden Kugeln angezogen, im Falle gréBerer Dichte 
des Senkkérpers von ihnen abgestoBen wird. 

Im Mitosegeschehen miissen die oscillierenden bzw. pulsierenden Kugeln 
mit den Spindelpolen oder den Centrosomen, der in das Medium getauchte 
Koérper mit einem Chromosom verglichen werden. Infolge der nachge- 
wiesenen Anderungen der Viskositat des Cytoplasmas [35, 8. 18 f.], seiner 


1 Uber die Elektronenmikroskopie der Centrosomen s. auch [31]. 





Uber die Mitwirkung rhythmischer Oscillationen 587 


Massendichte und seiner Refraktion des Lichtes [27] ebenso wie der Doppel- 
brechung [40] waihrend des Mitoseablaufes wiirde die entgegengesetzt ge- 
richtete Bewegung der Chromosomen in Meta- und Anaphase recht gut ver- 
stindlich (s. Abschn. V). Ohne weitere Hilfsannahmen lieBe sich auch un- 
schwer die Entstehung der Metaphasenplatte annaihernd in der Mitte zwi- 
schen den Polen der Kernspindel verstehen (vgl. etwa [34]). Manche den 
Grundtypus komplizierende Faktoren kénnten eine Deutungsmdglichkeit 
fiir die vielen Differenzen des Mitoseverhaltens bei verschiedenen Orga- 
nismen ergeben, indem etwa das relative Volumen der Centrosomen, die 
Unterschiede in Frequenz und Amplitude der Oscillation bzw. Pulsation 
mindestens gr6BenordnungsmaBig die wirksamen Krafte fiir Attraktion und 
Repulsion und damit die Chromosomenbewegungen beeinflussen, die wech- 
selnde Viskositat innerhalb des Mitoseraumes, aber auch die Reaktionsweise 
der Chromosomen modifizieren miiBten. Dariiber hinaus sich ergebende 
Schwierigkeiten m6dgen einer spateren Betrachtung in der Diskussion 
(Abschn. V) tiberlassen bleiben, da es hier nur erst um die Méglichkeit 
eines Nachweises von Oszillation bzw. Pulsation der Centrosomen als Pole 
der Kernspindel geht. 

Ein solcher Nachweis wird dadurch erschwert, daB die Centro- 
somen, soweit nachweisbar, an der unteren Grenze mikroskopischer Sicht- 
barkeit liegen, die zu erwartenden geringen Amplituden ihrer Volumande- 
rungen daher oft nicht mehr sicher erkennbar sein werden. Auch steht 
nicht von vornherein fest, ob die Frequenz ihrer Schwingungen nicht manch- 
mal zu gering ist, um beobachtet zu werden. SchlieBlich stért die unscharfe 
Kontur der spharischen Centrosomen an der reichlich unbestimmt begrenz- 
ten Polarregion der Kernspindel die verlangte Entscheidung. 


III. Material und Methodisches 


Kat’ éSoxrjv sind Mitosen im allgemeinen an Gewebekulturen in vitro gut zu ver- 
folgen, wenn sie auch zum Studium der Mechanik der Mitose (Spindelbildung, Chro- 
mosomenbewegungen, Strémungen mannigfacher Art) bisher auffallend wenig be- 
nutzt worden sind. Trotz mancher Schwierigkeiten, welche kultivierte Vertebraten- 
gewebe der Untersuchung ihrer Mitosen entgegensetzen, sind wie bei anderen Versuchen 
[28] nach einem Verfahren von Haberlandt erhaltene einkernige Leukocyten (Abb. 1) 
von Rana fusca explantiert worden (vgl. auch [10]). Als gut brauchbar hat sich fiir 
die Kultur die Methode Fischers [7] erwiesen, ,,Gewebeschleier*‘ aus ein bis zwei 
Zellenlagen auf einem Plasmafilm durch Zufiihren und dann Absaugen des Kultur- 
plasmas und schlieBlich Hinzufiigen der fliissigen Phase zu kultivieren (Plasma ver- 
diinnt mit Tyrode im Verhialtnis 1:3). In anderen Fallen sind in einem Plasma- 
koagulum nach A. Maximows Vorschriften double-cover slip and hanging drop 
cultures unter Gebrauch von L. E. Bakers Medium fiir Monocyten angesetzt worden 
({20], S. 119, 147; vgl. ferner: [17], [38]). Gelegentlich sind schlieBlich Mitosen auch von 
Erythroblasten verschiedener Organismen untersucht worden (vgl. [13]). 

Bei der phasenmikroskopischen Untersuchung sind wie bei kirzlich abge- 
schlossenen Versuchen [28] fiir ungefarbte Leukocyten das mittlere Dunkel-A—-Beu- 
gungsplattchen benutzt, fiir gefairbte das 1 B — 0,25 7. Plattchen anderen optischen 
Zusammenstellungen vorgezogen worden. Der die Konturen umsiumende Lichthof 
kann durch Anwenden einer anoptralmikroskopischen Anordnung nach Wilska 
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[47] oder durch Nachahmen des Konstruktionsprinzips des Dyson-Interferometer- 
mikroskops [28] vermieden werden. Nach Arbeitsvorschriften von Osterberg [19] 
k6énnen die Prinzipien der Phasenmikroskopie mit denen der Polarisationsmikroskopie 
kombiniert werden: polanret microscopy; vgl. auch [11], [12], [29]). 

Teils sind ungefiirbte Leukozyten benutzt, die stroboskopischen Messungen aber 
an den durch schwach konzentrierte Lésungen von Janusgriin oder Trypanblau ,,vital- 
gefairbten“ Zellen ausgefiihrt oder seltener Fairbungsversuche mit Gallocyanin oder 
mit 1—2% Toluidinblau ausgefiihrt worden. 

Die Messung der Doppelbrechung ist gewohnlich wie bisher nach Brace mittels 
eines Kompensators variablen Azimuts und konstanter Retardation (4/30 Glimmer- 
platte) und drehbaren Halbschattenkeils nach Macé de Lepinay vorgenommen 
worden ([24], 8. 55, 64; [29]), in vereinzelten Fallen auch aus Retardationskurven nach 
der densitometrischen Messungsanordnung von Swann und Mitchison [39]. 

Um in vivo die erwarteten Oscillationen und Pulsationen nachzuweisen 
und womdglich zu messen, ist, da dem Arbeitsplatz eine kinematographi- 
sche Einrichtung fehlt, das wegen der Verlustfreiheit vorteilhafte Prinzip 
des Stroboskops angewandt worden (vgl. [22]). Dabei reguliert man die 
Umdrehungsgeschwindigkeit der durch ein Laufwerk getriebenen strobo- 
skopischen Scheibe mit Léchern so, daB die schwingenden Centrosomen, 
mikroskopisch durch die Lécher betrachtet, scheinbar stillstehen. Aus der 
Zahl der Scheibenlécher m, der mittels Zihlwerk festgestellten Umdrehungs- 
zahl pro Sekunde & und der Anzahl der Bilder A ergibt sich, wenn f ein be- 
liebiger ganzzahliger, mit der Bilderanzahl teilerfremder Faktor ist, die 
Schwingungszahl N zu: N =f. = . Tauschungen infolge Fehlbestimmung 


der Ordnungszahl werden noch sicherer vermieden, wenn bei der Regu- 


lierung der Rotationsgeschwindigkeit noch eine langsame stroboskopische 
Bewegung des schwingenden Ko6rpers nachbleibt und aus der Zahl der 
stroboskopischen Schwingungen s in der Beobachtungszeit ¢ (in sec) die 
Schwingungszahl N bestimmt wird zu: 


N=t(mk+s)ft, 
wobei das positive (bzw. negative) Vorzeichen im Zahler des Quotienten zu 
setzen ist, wenn bei vermehrter Rotationsgeschwindigkeit die stroboskopi- 
sche Schwingung langsamer (bzw. schneller) wird. 


IV. Beobachtungs- und Versuchsergebnisse 


1. Sosehr auch phasen- und polarisationsmikroskopische Untersuchung 
oder ihre Kombination in der polanret microscopy die Beobachtungsmég- 
lichkeiten der Mitose in vivo steigern, so bleiben doch die ersten Stadien 
nicht leicht zu erfassen (Abb. 1). Das wird erst besser, wenn sich an ent- 
gegengesetzten Seiten des Kernes, manchmal vielleicht auch beiderseits 
gleichzeitig, eine kleine Attraktionssphare mit kurzer Strahlung ausgebildet 
hat, welche sich durch starkere Refraktion als ihre Umgebung von dieser 
unterscheidet und polarisationsoptisch ziemlich gut sichtbar gemacht werden 
kann. Anfangs fiihren diese beiden durch die Hauptmasse des Kerns von- 
einander isolierten Zentren mannigfache Bewegungen aus, bevor sie ihre 
spatere Gegeniiberstellung eingenommen haben. Wahrscheinlich wird dabei 
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die Correlation verschiedenartiger Einzelprozesse in wechselvoller Weise 
gestort und vielleicht durch O,-Mangel im Praparat zeitlich verzégert. Nach- 
dem die beiden Attraktionsspharen der Centrosomen an GréBe zugenommen 
haben, wird mit der Auflésung der Kernmembran die achromatische Spindel 
des durch abweichende Refraktion und homogenen Aufbau sich abhebenden 
Atraktoplasmas differenziert. Der Nucleolus entzieht sich fortan 
der Beobachtung, sobald er in den Wirkungsbereich der Kernspindel gerit. 
Eine allmahliche Ausbreitung und ein wesentlicher Zuwachs der Centro- 
somen, wie sie manchmal mitotische Seeigel- 
und Nematodeneier in vivo zeigen, ist nicht 
beobachtet worden. Damit beginnt das Sta- 
dium, in welchem zuerst eine Oscillation 
der Centrosomen an den ,,vitalgefairbten* 
Zellen nachweisbar wird. Unter normalen Ver- 
suchsbedingungen zeigen die Schwingungen bei 
Amplituden von etwa 2—5 uw Frequenzen von 
meist 0,7—1,4/min (Abb. 4). Die aufeinander- 
folgenden Oscillationen sind durchgingig von 
tiberraschender RegelmaBigkeit, nur tritt nach 
einer gewissen Anzahl von Oscillationsst6Ben 
eine Unterbrechung von vielleicht 20—40 sec. 
Dauer ein. Zugleich mit dem Beginn der Centrosomentitigkeit erfahren die 
Chromosomen (n = 12) langsam und schrittweise eine Ordnung und be- 
wegen sich dann, oft unter gegenseitiger Stérung, zum Aquator der Kern- 
kugel. Sehr schnell bildet sich das Diasterstadium (2 n = 24) heraus, in 
welchem die einander gegeniiberstehenden und sich noch beriihrenden Toch- 
terchromosomen meist gut unterschieden werden kénnen, obzwar vorher ein 
Langsspalt nicht erkennbar gewesen ist. Nun- 
mehr erfolgt eine meist erhebliche Streckung 
des Atraktoplasmas unter me8barer Zunah- 
me seiner Doppelbrechung [25], [26]. Bei dieser 
Spindelstreckung riicken die beiden Centro- 
somen weiter auseinander, sie verschieben 
Abb. 2. Polwarts gerichtete die Phase ihrer Oscillation, ohne daB die 
Bewegung der Chromosomen Frequenz beider nach einer Ubergangszeit ver- 
in der Anaphase. andert zu sein braucht, und wohl durch diese 
Abb. 3. Ervthroblastenmi- Feldwirkung oder unter ihrer Beihilfe beginnt 
ei ta ie ausklingenden die polwarts gerichtete Chromosomen- 
Anaphase. bewegung in der Anaphase (Abb. 2). Ein un- 
regelmaBiges Pendeln der Chromosomen gegen- 

einander, etwa durch Strémungen im Cytoplasma hervorgerufen, tritt 
im allgemeinen nicht ein. Nahert sich die Frequenz schnell jener 
bei der metaphasischen Chromosomenwanderung, so wird doch die 
Amplitude jetzt in der Anaphase vergr6Bert (maximal 7—9 yu). Meist ver- 
zogern die Chromosomen in der ausgehenden Anaphase (Abb. 3) ihre Ge- 
schwindigkeit gegen die Pole zu, doch ist in Modellversuchen nach der von 
Stocker [37] gewahlten Versuchsanordnung ein ahnlicher Stéreffekt eben- 


Abb. 1. Einkerniger Leukocyt 
in Prophase. 


Abb. 2. ~~ Ebb. 3. 
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falls nicht selten gefunden worden. Betraigt die Geschwindigkeit in der 
spaiteren Anaphase meist 1,5—2,0 (maximal bis 3,6) u/min, so kann sie 
gegen Ende der Anaphase durchschnittlich bis auf 0,7 y/min sinken. Mit 
diesem Nachlassen der Chromosomengeschwindigkeit steht 
in einleuchtendem Zusammenhange, daB auch die Frequenz der Oscillationen 
gleichzeitig eine gewisse Reduktion erfahrt (Abb. 4). 

2. Andererseits la8t sich der normale Ablauf der Mitose gleich der Oscil- 
lation der Centrosomen in vivo durch zahlreiche Versuchseingriffe, wie 
Zusatz quellender oder entquellender Substanzen, Anwendung hypotonischer 
Lésungen abgestufter Konzentration, Gebrauch von Anistheticis, Beein- 
flussung von Geweben mit teilungsbereiten Zellen durch niedrige oder er- 
héhte Temperaturen etc., in der mannigfachsten Weise variieren (vgl. auch 
[8], [34], [43]). So wird die Chromosomengeschwindigkeit durch Anwendung 
quellender Stoffe im Medium der Explantate beschleunigt und die 
Frequenz der Oscillation der Centrosomen gesteigert, wahrend entquellende 
Stoffe den Mechanismus des Mitosegeschehens anscheinend bis zum Sistieren 

der Chromosomenbewegung 
stéren. Die Frequenz der 
Centrosomenoscillation kann 
mittels dem Medium zugefiig- 
ter quellender Substanzen 
bis auf 0,9—1,4 pro Minute 
erhohtwerden. Zugleich wird 
Tz die Amplitude der Oscilla- 
, 4, 1" {_ tion nach vorliufigen stro- 
ai “07”  oskopischen Bestimmun- 
Abb. 4. Kurven variierender Frequenz v/min der gen merklich reduziert, so 
Oszillation der Centrosomen wahrend fortschreiten- da eine direkte Relation 


w/m'1 
750 








der Anaphase. zur Chromosomengeschwin- 

digkeit dennoch nicht ge- 

geben zu sein scheint. In hypotonischen Nonelektricis leidet die Sicht- 
barkeit des achromatischen Apparats und der Chromosomen zu sehr, 
héchstens kann man bei schwachen Konzentrationen noch Stérungen in 
der Oscillation der Centrosomen nach Amplitude und Frequenz nachweisen. 
Durch Einwirkung von Urethan oder Butylalkohol wird offenbar die Be- 
reitschaft der Zellen zur Mitose betraichtlich erhéht, und ahnlich wirkt die 
Erwarmung der Gewebekulturen um nur 4—5° C, wenn deren Aufbe- 
wahrung bei erniedrigter Temperatur (2—6°C) vorangegangen ist. Die 
experimentellen Méglichkeiten in allen diesen und anderen Richtungen 
sind aber noch langst nicht erschépft, so daB weitere Details dazu noch nicht 
mitgeteilt werden kénnen. In diesem Zusammenhange wiirde auch vor 
allem der Einflu8 der Versuchseingriffe auf Frequenz und Amplitude der 
Centrosomen-Oscillation interessieren ; aber selbst in dieser Hinsicht kénnen 
die Versuche noch nicht als abgeschlossen betrachtet werden. Eine noch 
ungeklart gebliebene Frage ist es auch, ob vielleicht irgendwelche Versuchs- 
maBnahmen zusitzlich Oscillationen in der Zone zwischen den beiden Cen- 
trosomen induzieren und so vielleicht zum Vagabundieren einzelner Chromo- 
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somen fiihren kénnen; alle Anstrengungen zum Auffinden einer solchen 
,anomalen Oscillation miissen jedenfalls vorliufig als gescheitert 
angesehen werden. 


V. Diskussion der Befunde und Folgerungen 


1. Die dargelegten Befunde dringen zu ihrer Deutung die Vorstellung 
einer Feldwirkung auf, welche in den einzelnen Punkten des Zellenraumes 
durch Vektoren dargestellt werden sollte, deren Richtung im allgemeinen 
auf die Centrosomen als die beiden respektiven Pole der Zelle hinweisen, 
demnach beiderseits des Kernaquators antibath sind. Die Ausbildung der 
Spindel kann am ehesten mit den von Stich [36] entwickelten Vorstel- 
lungen verstanden werden. Danach ergeben Nucleotid-Leptonen?, welche 
entfaltete Proteine tragen sollen, durch ihre radiare Einstellung die Centro- 
somen und verfestigen sich durch Zutritt von Polysaccharidmolekeln. Es 
macht keinerlei Denkschwierigkeiten, die Prozesse als durch Ionen ,,ge- 
richtete Koagulationen“ fibrillarer und laminarer Teilchen [42] zu deuten, 
durch deren Ordnung zu anisotropen Gelen die als Taktoide angesehenen 
Gebilde des Atraktoplasmas [2], [25] resultieren miissen. Durch Thiele [42] 
ist beim Studium seiner ,,ionotropen Gele‘‘ experimentell auch gezeigt 
worden, wie daneben noch vorhandene Gegenionen die Richtwirkung ab- 
schwichen und endlich ganz aufheben, so daf temporal und quantitativ 
alle denkbaren Abstufungen méglich werden. Ob man dann weiterhin wie 
Stich [36] einen als Folge ungleicher Verteilung der Interfibrillarsubstanzen 
entstandenen Ladungsgradienten als causa efficiens der aquatorwarts 
gerichteten Chromosomenbewegung annehmen soll, steht hier nicht zur 
Entscheidung. Vielmehr kénnte schon als Folge der Ordnungsbewegungen 
von Leptonen nach Art von Taktoiden in den Centrosomen deren Os- 
cillieren hervorgerufen und damit der AnlaB zur Ordnung und Bewe- 
gung der Chromosomen zur Metaphasenplatte induziert werden. In 
weiterer Folge bedarf es nicht der Annahme von Frl. Woker [48], daB die 
Centrosomen infolge ihrer Teilung die Chromosomen in der Anaphase in 
inverser Richtung in Bewegung setzen, sondern nach den Bjerknes-Prin- 
zipien wiirde ein solcher Effekt auch bereits durch die Verschiebung in 
der Phase des einen Centrosoms in die gleiche des anderen hervorgerufen 
werden. Ein exakter Nachweis dafiir ist allerdings aus versuchstechnischen 
Griinden schwer zu erbringen, insofern die Apparatur die Einstellung der 
stroboskopischen Vorrichtung nacheinander.auf beide Centrosomen erheb- 
lich erschwert. 

2. Unzweifelhaft aber konnen Mitosen auch ohne Centrosomen 
in Gang gehalten werden, so vor allem in Zellen der héheren Pflanzen ([43], 
S. 630; [45]). Nach der hier vertretenen Auffassung soll die Bedeutung der 
Centrosomen fiir das Mitosegeschehen daher auch nicht tiberschatzt werden, 
um ,,das Gesichtsfeld der kausalen Erforschung der Vorgiange nicht einzu- 


2 Es sei gestattet, hier die seit langem vertretene und neuerdings von Bret- 
schneider [4] in so ansprechender Weise ausgebaute Nomenklatur der submikro- 
skopischen Strukturlehre (,,Leptonik) der Zelle zugrunde zu legen. 





H. H. Pfeiffer 


engen“ ([45, S. 441]; vgl. auch [44, 8. 92]). Sie sollen in ihrer Aktivierung 
nur einen abhingigen ProzeB hervorrufen, der dann allerdings die bisher 
in der Zugfasertheorie den atraktoplasmatischen Spindelfasern zugeschrie- 
benen Reaktionen im Kerngeschehen zur unmittelbaren Folge haben muB 
oder eng mit diesen Prozessen assoziiert ist. 

Daher handelt es sich bei der Mitwirkung der Centrosomen wiahrend 
der Mitose zwar nicht um ein universal anwendbares Prinzip, in allen Fallen 
ihres Vorkommens aber um ein solches, welches bei Beachten von Diffe- 
renzen in Amplitude und Frequenz der Schwingungen die mannigfachen 
Unterschiede der Mitosen in Hinblick beispielsweise auf verschiedene 
Chromosomengeschwindigkeiten bei den einzelnen Organismen oder hin- 
sichtlich anomalen Verhaltens ,,vagabundierender Chromosomen“ auf ihren 
Bewegungen gleichfalls deuten lassen muB. Das im einzelnen zu 
analysieren, muB allerdings der Fortfiihrung und eventuell dem quantita- 
tiven Ausbau der vorstehenden Untersuchungen vorbehalten bleiben. Da 
wire dann auch genau zu priifen, in welcher Weise Frequenz und Amplitude 
der Schwingungen, welche vermutlich in direkter Proportionalitét zur 
Gr6éBenordnung der von den Centrosomen ausgetibten Krafte stehen werden, 
Verteilung und Dauer gesetzmaBig festgelegter Ruheintervalle zwischen den 
Oscillationen, der Einflu8 unterschiedlicher Viskositaét des umgebenden 
Kernraumes oder andere physiko-chemische Wandlungen des Systems bei 
den Karyokinesen zusammenwirken, so daB diese unter der ebenfalls nicht 
zu tibersehenden Regulierung durch genetische Faktorenkomplexe ihren 
jeweiligen spezifischen Verlauf in der beobachteten Konfiguration nehmen 
oder aber in pathologisch gestérte Bahnen gelenkt werden miissen. Eine ge- 
wisse Priifungsméglichkeit fiir die hier vertretene kinetische Mitwirkung 
der Centrosomen in den Mitosen kénnte die zu beobachtende Rate der Be- 
wegungsgeschwindigkeit der Chromosomen (vgl. [1], [11]) bieten. Anderer- 
seits finden sich aber so starke Schwankungen der Bewegungsraten bei ver- 
schiedenen Organismen, daf man sich fragen muB, ob bei den betreffenden 
Arten auch die Oscillation vorkommender Centrosomen immer in zugeord- 
neter Intensitat erfolgt. Die in den Kulturen in vitro gefundenen Geschwin- 
digkeiten der Chromosomen, welche sich, teilweise in Abhangigkeit von Tem- 
peraturgraden, zwischen 0,6 und 2,2 u/min bewegen, scheinen jedenfalls 
recht gut mit den Folgerungen im Einklang zu stehen. Es bleibt aber abzu- 
warten, ob die Ausdehnung der Untersuchungen auf andere Objekte gleich 
gut die Erwartungen bestitigt. 

3. Somit scheinen wir trotz groBer Anstrengungen weiter denn je von 
der Lésung eines Problems entfernt zu sein, welches letztlich der physi- 
kalischen Chemie und der Cytophysik angehért. Leider miissen die 
physikalischen und chemischen Interpretationen ziemlich unsicher bleiben, 
und viele Ungewibheiten sind nicht zu entscheiden, wenn versucht wird, 
jene Vorstellungen mit cytologischen und spiter auch genetischen Ergeb- 
nissen in Kontakt zu bringen. Aber das ist ja eines der grundlegenden Ziele 
der als Protoplasmatik von dem Jubilar so mafgeblich und héchst er- 
folgreich inaugurierten Forschungsrichtung, so daB es berechtigt sein 
dirfte, zu der seinerzeit nach physikalischen Erfahrungen ad hoc konstru- 
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ierten (Arbeits-) Hypothese in voller Erkenntnis jener erst noch zu iiber- 
briickenden Liicken mittels einer dafiir erarbeiteten Methodik neue Beob- 
achtungs- und Versuchsdaten bereitzustellen, welche gewiB nicht mehr 
als ein erster Versuch zu einer Lésung der diskutierten Probleme sein 
wollen und kénnen. 


Summary 


1. The researches given before try to investigate the applicableness of Bjerknes’ 
[3] both principles: (a) Balls oscillating in an opposed phase in a liquid attract them- 
selves, and balls which pulsate in the same phase repulse themselves; (b) a resting 
body in a medium of smaller density is attracted by the ball of a higher specific gravity, 
and a heavier body is repulsed by a ball of smaller weight. The centrosomes of mitotic 
cells are to be compared with the two oscillating balls, and each of the chromosomes 
corresponds to the resting body afterwards attracted or repulsed by the balls. 


2. For examination the preceding expectations, tissue cultures in vitro of leucocytes 
(and occasionally of some erythroblasts) unstained or stained in a different manner 
have been used, and phase microscopical observations and compensatoric measure- 
ments in polarization optics just like researches in their combination in Osterberg’s 
polanret microscopy have been made. Beside this, the movement of cellular centro- 
somes has been proved by a stroboscopical arrangement fitted to determine the ampli- 
tude and the frequency of the vibratory motion of the spindle poles. 


3. Having observed the metaphasis and anaphasis with modern methods, the 
chief phenomena have been described summarily. From quantitative researches of 
the oscillations of centrosomes it follows a surprising regularity of the vibratory motions 
and, after a certain length of time, a brief stop. For the leucocytes the amplitudes are 
between 2 and 5», and the frequencies amount between 0.7 and 1.4 per minute. In 
dependence on the stretching of the nucleus spindle, the previously corresponding 
phase of the both centrosomes is shifted, and now the inverse movement of the chro- 
mosomes to the poles begins. Just like the speed of the chromosomes also amplitude 
and frequency of the oscillating centrosomes, in these stages, change in a regular 
manner. 


4. The influence of many experiments on the progress of the mitosis and on ampli- 
tude and frequency of the oscillating centrosomes has been discussed in shortness. 
Owing to the provisional experiments a direct relation between frequency or amplitude 
of the oscillating motion and the speed of chromosomes does not seem to exist. Future 
experiments in this regard will have to decide still many points and, in particular, to 
try the possibility of an “anomalous oscillation”’ of the centrosomes in its influence on 
vagabondage of chromosomes. 


5. The ideas, developped at the conclusion, of the chemical ard physical cell beha- 
viour during the mitosis have taken into consideration some assumptions of the recent 
literature. Because there are also mitoses without presence of centrosomes, it is im- 
possible that oscillations of centrosomes are the only causa efficiens of the chromosomic 
movement during mitosis. Hence the vibratory motion of the centrosomes does not 
present an universal principle, but their kinematic co-operation in the varied steered 
movements of chromosomes in metaphasis and anaphasis cannot be overlooked. 
The speed of the chromosomes occasionally measured would harmonize with our 
assumption of the co-operation of centrosomes during chromosomic movements. So 
the results given in the forepart in particulars may possibly signify to an analysis of 
the mitosis. 
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Wassersattigungsdefizit, Spaltenbewegung 
und Photosynthese* 


Von 
A. Pisek und E. Winkler 


Aus dem Botanischen Institut der Universitat Innsbruck 
Mit 9 Textabbildungen 
(Eingelangt am 9. November 1955) 


Nach alter, stets bestitigter Erfahrung geht die CO,-Assimilation der 
Pflanze jedesmal zuriick, wenn sie unter Wassermangel leidet. Schon vor- 
iibergehende, geringe Defizite! kénnen Wachstum und Ertrag mindern 
(vgl. jimgst z. B. Woodhams 1954), weshalb in Trockenzeiten und -gegen- 
den alle Pflanzenkultur von der Moéglichkeit zusatzlicher Wasserversorgung 
abhangt. 

Wassermangel kann die Intensitét der Photosynthese auf zwei Wegen 
beeintrachtigen: 1. fiihrt er tiber kurz oder lang zur Entwasserung und Ent- 
quellung des Protoplasmas und affiziert so direkt den Assimilationsapparat. 
Es geniigt hier darauf hinzuweisen, daB Ensgraber (1954) in Fortsetzung 
der Arbeit Stockers (1927) u. a. beim Lebermoos Conocephalum conicum 
annihernd lineares Verhaltnis zwischen Assimilation und Wassergehalt 
fand, wenn letzterer von 80% auf 40% der Kapazitaét sank. Fiir die Flechte 
Peltigera praeteaxta trifft nach Butin (1954) ahnliches zu. Im iibrigen sei 
noch hervorgehoben, daB die Assimilationsintensitat von Helodea proportio- 
nal zur Konzentration des Zellsaftes und Plasmaquellung abnimmt, wenn 
man der Pflanze durch Zuckerlésungen kiinstlich Wasser entzieht (Wal- 
ter 1929). 

Bei den héheren Landpflanzen driickt Wassermangel die Assimilation 
2. auch mittelbar auf dem Umwege iiber die Stomata, die allgemein auf 
Unterbilanz im Wasserhaushalt mit hydroaktiver SchlieBbewegung ant- 
worten?. Bei staéndig wachsendem Defizit setzt sich die SchlieBbewegung 


* Herrn Prof. Dr. F. Weber zum 70. Geburtstag. 

1 Defizit = die der Pflanze (bzw. Blatt) auf den Wassergehalt im gesiattigten Zu- 
stand fehlende Wassermenge. 

2 Nach Freudenberger (1941) und Heath (1948) reagieren sie auch auf den 
CO,-Gehalt der Luft! 
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gegeniiber der photoaktiven Offnungstendenz friiher oder spater bis zum 
voélligen VerschluB durch und unterbindet dann den ohnedies von keinem 
groBen Potentialgefille getriebenen CO,-Einstrom ginzlich. Es ist vor 
allem das Verdienst Stalfelts, dieses im Antagonismus zwischen dem Be- 
diirfnis nach C-Gewinn und der Notwendigkeit der Erhaltung eines giinsti- 
gen Wassersittigungszustandes schwankende Spiel der Spaltéffnungen 
sauber analysiert, geklart (1929, 1955) und die entscheidende Bedeutung 
der Spaltweite fiir die Transpiration (1932) und Assimilation (1935) am 
lebenden Objekt einwandfrei herausgearbeitet zu haben, nachdem Huber 
(1930) im Modellversuch grundsiatzliche GesetzmaBigkeiten zu formulieren 
vermocht hatte. Mindestens im Bereich schwacher Offnung und hoher 
Evaporation bzw. kraftigen Lichtes ist die Regulation der Spaltweite sehr 
wirksam. Sie ist es hinsichtlich der Transpiration jedenfalls bei allen jenen 
Pflanzen, die iiber einigen kutikularen Diffusionswiderstand verfiigen. Ge- 
ringer Widerstand beschrinkt die Macht der stomatiren Regulation 
(Pisek und Berger 1938%). Die Empfindlichkeit der Stomata gegen Wasser- 
verlust des Blattes ist allerdings recht verschieden je nach ékologischem Typ 
der Art und Auspraigung des Individuums (Pisek und Winkler 1953), 
weshalb die einen Pflanzen bei mangelhafter Wassernachleitung sofort, 
andere erst bei starkerer Unterbilanz die Spalten zumachen. Es spricht fiir 
den EinfluB der stomataren Regulation, da8 Einschrankung der Wasser- 
abgabe in der Regel mit Riickgang der Photosynthese verbunden ist (z. B. 
Pisek und Cartellieri 1931, Pisek und Tranquillini 1954). Aber dies 
schlieBt nicht aus, daB die Photosynthese bei schlechter Wasserbilanz auch 
direkt in Mitleidenschaft gezogen wird. Setzt dieser direkte EinfluB, so 
wie sich dies Iljin (1922) etwa vorgestellt hat, erst ein, nachdem langst 
die fortschreitende SchlieBbewegung der Stomata die Assimilation unter- 
bindet, dann hat er wenig Bedeutung, zumal die ,,kutikulire Assimilation‘ 
— wie wiederum Stalfelt (1935) am Hafer einwandfrei zeigen konnte — 
ganz minimal ist. Anders, wenn der photosynthetische Apparat des Meso- 
phylls empfindlicher auf Wassermangel reagiert als die SchlieBzellen. Dann 
kénnte es, ohne daB die Weite der Ostiolen wesentlich vermindert wiirde 
und trotz uneingeschrainkter Transpiration, zum Riickgang, wenn nicht 
gar zum Zusammenbruch der Photosynthese kommen. Die Stomata waren 
in solchem Falle eine u. U. doch recht mangelhaft funktionierende Ein- 
richtung. Fiir diese Méglichkeit scheinen Angaben zu sprechen, wonach die 
Assimilation zuriickging, waihrend die Transpiration stieg oder unver- 
andert blieb. Die Spaltweite wurde selten ermittelt. 

Derlei Angaben sind allerdings mit einiger Vorsicht aufzunehmen. Wir 
sehen davon ab, daB Depressionen in der Assimilation auch andere Ursachen 
als Wassermangel haben kénnten (Harder 1930), und bemerken bloB, daB 
man Riickschliisse darauf, ob und wieweit die Photosynthese stomatiar 
reguliert wird, z. B. nicht einfach aus dem Vergleich des Laufs der Netto- 


* Verringerung des Interzellularvolumens beim Welken (Nius 1931), ,,incipient 
drying“ der Kutikula und der die Zellzwischenraéume begrenzenden Membranen haben 
dagegen i. A. weniger Bedeutung. 
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assimilation* mit jenem der Transpiration ziehen kann, auBer dann, wenn 
Evaporation und Temperatur konstant bleiben. Andernfalls kann man 
solche Schliisse nur aus dem Vergleich des Ganges der relativen Transpi- 
ration (= Transpiration / Evaporation, als MaB8 fiir die Spaltweite, wenn 
diese selbst nicht ermittelt wird) mit dem Lauf der Brutto-Assimilation* 
bzw. der Respiration ziehen. Einerseits fallt und steigt nimlich die Tran- 
spiration unter sonst gleichen Umstanden mit der Evaporation. Andererseits 
nimmt die Respiration mit steigender Temperatur iiber einen groBen Be- 
reich hin staéndig zu, wihrend die Photosynthese, besonders die Nettopro- 
duktion in verhaltnismaBig niederem bis mittlerem Temperaturbereich ihr 
ausgesprochenes Optimum aufweist. Sosehr die Sache noch eingehender, 
systematischer Untersuchung bedarf (Literatur iiber das wenige, was bisher 
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Abb. 1. Schema der Anderungen von Brutto-, Nettocssioniation 
Nettoassimilation und Respiration bei kon- 

stanter, mittlerer Lichtstarke und zunehmen- 

der Temperatur. Im Bereiche A—B nehmen f° 2 ~ 
Brutto- wie Nettoassimilation mit der Tem- 

peratur stark zu. Bei gréBerer Warme (B—C) Abb. 2. Schema des Tagesganges von 
steigt die Respiration rascher als die Photo- Brutto-, Nettoassimilation und Respi- 
synthese und schlieBlich iiberschreitet letz- ration bei direkter Besonnung. Die 
tere ihr Optimum, wihrend die Respiration bekannte Mittagsdelle der Nettoassi- 
weiter steil in die Héhe geht (C—D): die milation ist groBenteils dadurch ver- 
Bruttoproduktion la8t allmahlich nach, die ursacht, daB die Pflanzenteile im Re- 
Nettoassimilation fallt rasch auf 0 und—jen- zipienten tiberwarmt werden und in- 

seits D — sogar darunter. folgedessen iibersteigert atmen. 
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vorliegt, bei Boysen-Jensen 1932, Lundegardh 1954) — der grundsatz- 
liche Zusammenhang zwischen den in Rede stehenden Variablen diirfte doch 
so weit geklart sein, daB man ihn durch ein Diagramm wie Abb. 1 ver- 
anschaulichen kann. Eine Hauptursache fiir die Temperaturabhangigkeit 
der Gesamtphotosynthese in Form einer Optimumkurve und damit eine 


! Bruttoassimilation (= ,,wahre‘‘ Assim.) = gesamte photosynthetische Kohlen- 
stoffbindung. Nettoassimilation (= ,,apparente“‘ Assim.) = Bruttoassimilation minus 
Respiration, also soviel wie AssimilationsiiberschuB oder Reingewinn an assimilier- 
tem C. Als Subtrahend wird in der Gleichung ohne Diskussion dariiber, ob die Respira- 
tion im Licht gleich groB sei wie im Dunkeln, iiblicherweise die letztere eingesetzt, weil 
nur sie ohne weiteres und exakt meBbar ist. 
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Teilursache auch fiir den jenseits eines gewissen Warmegrades einsetzenden 
Steilsturz der Netto-Assimilation dirfte, wie Egle und Schenk (1954) 
experimentell zeigten, darin liegen, daB das Atmungs-CO, mit steigender 
Temperatur bei immer héherem Partialdruck reassimiliert und hierdurch 
das CO,-Gefalle von der Luft zu den assimilierenden Zellen, d. h. auch die 
CO,-Zufuhr dahin, verringert wird. 

All dies zu bedenken ist um so wichtiger, als die Rezipienten, deren man 
zur kurzfristigen Bestimmung der Assimilation vorlaufig nicht entraten kann, 
die Ultrarotabstrahlung der eingeschlossenen Objekte verhindern und da- 
durch als Wairmefallen wirken. Die eingeschlossenen Organe werden mindest 
bei direkter Besonnung im Sommer schon binnen 2—4 Minuten stark iiber- 
wirmt (Pisek und Tranquillini 1954). Kommen sie in den Bereich 
C—D (Abb. 1), wird ihre Nettoassimilation wesentlich geringer sein als jene 
freistehender Teile. Je stirker die Einstrahlung, um so mehr wird die Netto- 
produktion im Rezipienten gedriickt, um so leichter ein Zusammenbruch 

der Photosynthese trotz unverinderter Spalt- 
weite (relativer Transpiration) vorgetiuscht 
werden (Abb. 2). 

Dies wurde bisher meist zu wenig iiber- 
legt und in der Regel mit der Bemerkung 
abgetan, daB die Temperatur im Rezipienten 
nicht viel anders gewesen wire als au8erhalb. 
Noch niemand auBer Pisek und Tran- 
quillini scheint Blatt-Temperaturen, auf 
die allein es ankommt, inner- und auBerhalb 
der Rezipienten im Zusammenhang mit Be- 

> stimmungen des CO,-Umsatzes gemessen zu 
haben. Versuche, dem methodischen Ubel- 
stand der Uberwirmung im Rezipienten aus 
dem Wege zu gehen, stammen erst aus aller- 
Vv ; letzter Zeit (Pisek und Tranquillini 1954, 
ersuches im Dunkeln wasser- ee 3 
sida teneins: anil ain. Tranquillini 1954, Bosian 1955). 
RG re ae ae Evapora- Um zu priifen, wieweit Unterbilanz im 
tion ohne Wassernachschub Wasserhaushalt mittelbar (iiber die Stomata) 
transpirieren (Schema). oder unmittelbar die Photosynthese beein- 
fluBt, gingen wir von der Versuchsanstellung 
und den Erfahrungen aus, die wir bei unserer Arbeit itiber die Empfindlich- 
keit der Stomata gegen Wassersiattigungsdefizite angewendet hatten (Pisek 
und Berger 1938, Pisek und Winkler 1953). Wenn man abgeschnittene 
Zweige oder Blatter im Dunkeln sich aufsattigen 14Bt und dann bei kon- 
stantem Licht und konstanter, schwacher Evaporation die Anderungen 
der Spaltweite (Auflichtmikroskop) und Transpiration (Wagung) verfolgt, 
so erhalt man véllig symbate Kurven des zeitlichen Ablaufes der beiden 
Vorginge (Abb. 3). Die zu Beginn des Versuches geschlossenen Stomata 
6ffnen sich photoaktiv mehr und mehr und die Transpiration steigt 
an; hiermit auch das Sattigungsdefizit. Uberschreitet dieses einen gewis- 
sen, im allgemeinen geringen Grad, dann beginnt hydroaktive SchlieBbe- 


Defizit b>a 


a: 
Ww 
2 
x 
= 

> 
8 
Sy 
G 
>= 
~ 
x 
N 
Ww 








Zeit 


Abb. 3. Anderung der Spaltweite 
bzw. Transpiration von Blattern 
oder Zweigen, die zu Beginn des 
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wegung die Offnungstendenz wirksam zu begrenzen. Die weiterhin sich 
rasch verstirkende Verengung lat die Transpiration mehr oder weniger 
stark abfallen. SchlieBlich wird das Defizit so groB, da8 die Spalten 
selbst bei optimalem Licht geschlossen werden und bleiben. Gleichzeitig 
oder kurz darauf — das vdllige SchlieBen ist im Mikroskop meist 
nicht sichtbar — geht der Steilsturz der Transpirationskurve mit scharfem 
Knick in den nur mehr langsam fallenden Endabschnitt rein kutikulairer 
Wasserabgabe tiber. Die Zeitkurven der Spaltbewegung und Transpiration 
stimmen exakt iiberein, weil die Ostiolen unter den gegebenen Versuchs- 
bedingungen sich nicht sehr weit 6ffnen und eben innerhalb geringer Weiten 
am wirksamsten regulieren (Stalfelt 1932). 

Gelinge es in derartigen Experimenten bei Konstanz der maBgeblichen 
AuBenfaktoren auBer Spaltweite und Defizit auch den Verlauf der Assimi- 
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Abb. 4. Spaltweite und Assimilation. a Die Assimilation wird véllig vom Offnen und 

SchlieBen der Stomata beherrscht. 6 und c Das Offnen und SchlieBen der Stomata be- 

einfluBt die Assimilationsintensitaét nur teilweise. Daneben macht sich unmittelbar 
hemmender EinfluB des Wasserdefizits geltend. 


lation mit entsprechender Genauigkeit festzustellen, so miBte erkennbar 
werden, wie weit diese den Anderungen der Spaltweite oder unmittelbar 
der Wasserbilanz folgt. Zwei Grenzfille sind denkbar: 1. die Photosynthese 
steigt und fallt mit der Spaltweite; sie fangt erst an zuriickzugehen, wenn 
die Ostiolen sich wirksam zu verengen beginnen, und sinkt auf den tiefsten 
Betrag erst dann, wenn die Stomata vdllig geschlossen sind (Abb. 4a). In 
diesem Falle beeintrachtigt starker anwachsendes Defizit unter den gege- 
benen Versuchsbedingungen die Photosynthese vorwiegend, wenn nicht 
vollig, im Wege des SchlieBens der Stomata. Direkter Einflu8 auf den As- 
similationsapparat der Zellen lauft allenfalls mit, ist aber nicht ausschlag- 
gebend. Ware er dies, miiBte man erwarten, daB 2. die Photosynthese 
stufenweise oder in einem Zug zuriickfallt, bevor Verengung der Ostiolen 
hiezu AnlaB gibt (Abb. 46 und c). 





A. Pisek und E. Winkler 


Methodik und Material 


Abgeschnittene Sprosse (Blatter) wurden am Vortag mit frischer Schnitt- 
fliche in Wasser eingestellt und tiber Nacht unter geraumigen Glas- und 
Dunkelstiirzen stehengelassen, so daB sie sich aufsaittigen konnten und am 
Morgen zu Beginn der Messungen die Spalten geschlossen hatten. Aus 
friiheren Versuchen wuBten wir,.daB so behandelte Proben mehr oder 
weniger lebhaft transpirierender Arten bei maBiger Evaporation ihre Spal- 
ten waihrend etwa einer halben Stunde bis zu der unter gegebenen Verhalt- 
nissen erreichbaren Weite 6ffnen und dann infolge rasch zunehmenden De- 
fizits ungefihr binnen einer weiteren halben bis ganzen Stunde schlieBen. 
Diese Zeit wire zu knapp gewesen, um an einem, geschweige mehreren Ob- 
jekten auBer der Photosynthese mehrmals Spaltweite und Defizit fest- 
stellen zu kénnen. Deshalb haben wir das Anwachsen des Defizits verzégert. 
Abgesehen von triage transpirierenden Pflanzen lieBen wir die Proben 
wahrend der Messungen zuerst so lange aus wassergefiillten Glasréhrchen 
saugen, bis Assimilation (und Spaltweite) nach allmahlichem Anstieg 
schwach zuriickging. Oft gentigte schon die zur Kontrolle der Wasserbilanz 
in entsprechenden Pausen mehrmals vorgenommene Gewichts- (und Spalt- 
weite-) Messung, wahrend welcher die Proben aus den Rohrchen kamen, 
daB die Blatter trotz der immer wieder gebotenen Moglichkeit nachzusaugen 
den Wasserverlust doch nicht ganz aufholten. Sonst wurde durch leichtes 
Abklemmen der Biattstiele nachgeholfen, um langsam wachsendes Defizit 
zu erreichen. SchlieBlich wurden die Wasserbehilter entfernt. 

Nach raschem Wagen (zur Feststellung des Turgeszenzgewichtes) kamen 
die wassergesattigten Proben in die Assimilations- (Respirations-) Rezi- 
pienten. Als solche dienten vorne offene, fiache GlasgefaiBe, spiter — als 
wir im Wasserbad arbeiteten — rechteckige, flache Zinkblechkammern, 
deren obere Flache von einem Glasfenster gebildet wird. Glasperlen oder 
Drahtraster verhinderten, daB die Blatter mit ihrer Unterseite der Re- 
zipientenwand auflagen. Die Blechkammern waren von einer 1 cm hohen 
Wasserschicht iiberdeckt. 

Die Photosynthese (Dunkelrespiration) ermittelten wir in strémender 
Luft aus der Differenz des CO,-Gehaltes zwischen unverbrauchtem und von 
der Pflanze genutztem Luftquantum. Zur CO,-Analyse konnten wir einen 
von der Badischen Anilin- und Sodafabrik gelieferten Ultrarotabsorp- 
tionsschreiber (URAS) samt Gaswechsler und Sechsfarbenschreiber be- 
niitzen, den uns die Forschungsstelle der hiesigen Landeswildbach- und 
Lawinenverbauung dankenswerterweise lieh. Der Gaswechsler schaltet alle 
Minuten eine andere Leitung an das Analysengerat, so daB im Sechs- 
minutenturnus neben dem Blindwert bis zu fiinf Assimilations- bzw. Re- 
spirationsbestimmungen registriert werden konnten. Die Anordnung der 
Apparatur war im wesentlichen gleich wie sie Tranquillini (1952) be- 
schrieb, doch waren die Pumpen (Kapselpumpen) vor die Apparatur ge- 
schaltet, der Strémungsmesser dahinter angeschlossen. Die Luftansaug- 
stellen befanden sich in einem wahrend der Versuche nicht betretenen Ne- 
benraum. Das von den Pumpen gefoérderte Luftquantum von 50 Liter pro 
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Stunde geniigte, um bei der geringen verwendeten Materialmenge Voll- 
assimilation zu gewahrleisten®. 

Die Evaporation im beliifteten Rezipienten — gemessen mit nassen, 
griinen FlieBpapierscheiben von 5 cm Durchmesser (Stocker 1929) — hielt 
sich unter den gegebenen Bedingungen bei rund 300 mg H,O pro Stunde. 

Zur Belichtung diente ein Satz von drei in einem Reflektor vereinigten 
Philips-Leuchtréhren, die zwar kein sehr intensives Licht, aber sehr wenig 
Warme abgeben. Wir verwendeten Type Tl 29 (Warmton), deren Licht 
hinsichtlich spektraler Zusammensetzung einigermaBen dem diffusen 
Sonnenlicht entspricht (Abb. 5). Durch méglichste Verkiirzung des Ab- 
standes konnte die Lichtstarke an der von den Proben im Rezipienten ein- 
genommenen Stelle immerhin auf 10.000 Lux gebracht werden. Zur Cha- 
rakteristik der physiologischen Eigenschaften sei nach Vorschlag von 
Nuernbergk (1954) bemerkt, daB bei Vorschaltung des Schottschen Rot- 
filters RG 2, 2mm, die Intensitét 470 und beim Blaufilter BG 12, 2 mm, 
480 L betrug. AuBer mit 10.000 Lux wurde auch bei 2000 Lux gearbeitet. 

Die Temperatur im Rezipienten, gemessen mit Quecksilberthermo- 
meter im Schatten des Objektes, wurde urspriinglich bei 22°C + 0,2°, 
spater im Wasserbad mit Tauchsie- 
der, Kontaktthermometer und elek- TenNGTGn Philioe TH G5 BEE Wisma 
trischem Riihrer auf 22°C + 0,1° strane tet tety lage heey 
gehalten. Bei 10.000 Lux und einer ee ee oe 


a 
vom Quecksilberthermometer (unter i" 


an 
dem Versuchstrieh )angeseigten Kam- a B 
mertemperatur von 22° C schwankte 
400 500 600 700 mp 


dann die Temperatur der Nadeln 
eines Fichtensonnenzweiges im aspi- Abb. 5. Erlauterung im Text. 
rierten Rezipienten — je nach der 

Priifstelle an der Einzelnadel und je nach der Stellung der nach verschiedenen 
Richtungen vom Zweig abstehenden Nadeln — zwischen 20,5 und 22,6° C. 
Das Mittel von 50 rasch nacheinander mit. einem strahlungsunempfindlichen 
Thermoelement (Kupfer-Konstantan 0,03 mm) durchgefiihrten Messungen 
betrug 21,8° C. Die Temperatur der Oberseite eines Asarum-Blattes hielt, 
wahrend das daruntergelegte Hg-Thermometer 22,4° C anzeigte, zwischen 
22,5 und 23,3°, die Unterseite zwischen 22,2 und 22,6°; im Mittel von 20 
Messungen 22,6° C. Der Unterschied zwischen der Anzeige von Hg-Thermo- 
meter und thermoelektrischer Einrichtung betrug also nur wenige Zehn- 
telgrad. 

Die Kontrolle der Spaltweite wurde méglichst an den Versuchsblattern 
selbst zwischen den URAS-Registrierungen im Auflichtmikroskop (Epilum 
der Firma Reichert, Wien, Epilum Objektiv 45 x, Okular 7x) vorgenom- 
men. Nicht bei jedem Objekt ist der Zentralspalt (Ostiole) der Stomata 
durch den Vorhof hindurch frei und scharf sichtbar und auBerdem so groB, 

















relat. Energie 





5 Ist die Durchstr6mung des Rezipienten zu schwach, so erhalt man zu kleine 
Assimilationswerte, weil infolge der Photosynthese die Luft in der Umgebung der 
Pflanze an CO, verarmt (Egle und Schenk 1952). 
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daB auch geringe Offnungsweiten rasch und geniigend sicher gemessen oder 
geschitzt werden kénnen. Daher haben wir die Spaltenkontrolle auf 
Asarum, Convolvulus, Stachys und Betula als den unter den gewahlten Ob- 
jekten hiefiir allein in Frage kommenden Arten beschrankt. Jedem Punkt 
der Spaltweitendarstellung liegt der Durchschnitt aus mindestens drei in 
der Mitte zwischen Basis und Spitze, Hauptnerv und Rand des Blattes 
kontrollierten Gesichtsfeldern zugrunde. 

Stets wurden die Proben wahrend des Versuches in gewissen Zeitabstiin- 
den auch gewogen, woraus sich der jeweilige Wasserverlust (Defizit) als Dif- 
ferenz zwischen dem Sattigungs- und dem augenblicklichen Gewicht ergibt. 
t 
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Abb. 6. Asarum europaeum (zwei Blatter, Wassergehalt 666% des 
Trockengewichtes). Gang der Nettoassimilation (mg CO, jeg Trocken- 
gewicht und Stunde) und Spaltenbewegung — vollschwarze Drei- 
ecke von anderem Blattpaar — unter Beifiigung der jeweils er- 
reichten Sattigungsdefizite (in % Sattigungsgewicht). 
Wir haben ihn in der vorliegenden Arbeit in Prozenten des Sattigungs- 
gewichtes angegeben. 

Priifobjekte waren 1. Schattenexemplare des Schattenkrautes Asarwm 
europaeum L., deren Stomata bei schwachem Licht nach unserer bisherigen 
Erfahrung (Pisek und Winkler 1953) empfindlich auf Defizite reagieren. 
Sie wuchsen in typischer Auspragung in der Krautschicht eines stark be- 
schatteten Laubwaldfleckens im Botanischen Garten. Ebenda gab es an 
offenen Stellen 2. Sonnenexemplare von Convolvulus arvensis L., in nahen 
Steppenfragmenten Stachys recta L., die uns beide als unempfindlich bekannt 
sind. SchlieBlich wurden 3. die Lichtbiume Betula pendula Roth (= ver- 
rucosa Ehrh.) und Quercus Robur L. sowie die Schattenbiume Fagus sil- 
vatica L. und Picea excelsa Link, simtlich in typischen Stiicken im Botani- 
schen Garten, in die Untersuchung einbezogen. 
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Ergebnisse 


Nach den grundsitzlichen Uberlegungen am Beginn dieser Arbeit sind 
die Ergebnisse der 68 brauchbaren Versuchsreihen, die dem zweiten von 
uns gelangen, rasch besprochen. In Abb. 6 ist von vielen, im wesentlichen 
immer gleich verlaufenen Fallen einer herausgegriffen. Es wurde die Netto- 
assimilation registriert, zwischendurch an Kontroll-, aber auch an den Ver- 
suchsblattern die Spaltweite beobachtet und der Gewichtsverlust wihrend 
des Versuches durch Wagung festgestellt. Man sieht, wie die CO,-Bindung 
(netto) mit fortschreitendem Offnen der Spalten zunichst immer mehr 
anlauft, wie ihre Kurve dann (dank der Wasserréhrchen erst) nach zwei 
Stunden mit beginnendem SchlieBen der Stomata spitzwinkelig umknickt 
und der steil fallende Ast endlich scharf und dauernd in die Null-Linie ein- 
biegt, sobald oder kurz nachdem die Stomata sich véllig geschlossen haben. 
Beim ersten Knick be- 
lauft sich die seit dem Pts 
wassergesattigten Aus- uy 
gangszustand verlore- 
ne und nicht wieder 
ersetzte Wassermenge 
(Defizit) auf rund 3,5% 
des Sattigungsgewich- 
tes ; beim zweiten Knick 
hatte das Defizit rund 
11,5% erreicht. Stets 
verhalt sich die Sache 
wie in Abb. 4 a. 

In Abb. 6 ist bloB 
die ohne weiteres meB- 
bare Nettoproduktion 
eingezeichnet, obschon 
wir eingangs betonten 
(vgl. S. 599), daB im 
allgemeinen besser die 
photosynthetische Ge- 
samterzeugung (brutto) mit den Anderungen der Spaltweite in Beziehung 
zu bringen ist. Wir konnten hier netto fiir brutto setzen, weil die Tem- 
peratur wahrend der Versuche konstant und in mittlerer Hohe gehalten 
war. Die Respiration kann sonach als gleichbleibend angenommen 
werden und diirfte nur einen Bruchteil der maximalen Bruttoerzeugung 
verbrauchen, wennschon die Stomata blo8 schwach geéffnet sind. Netto 
und brutto werden sich daher unter den gegebenen Bedingungen wohl 
hinsichtlich der Intensitat unterscheiden, besonders zu Beginn des Offnens 
und gegen Ende des SchlieBens der Stomata; ihr Gang wird aber grund- 
sitzlich derselbe sein (Abb. 4a). Dennoch haben wir die Respiration und 
damit die Bruttoassimilation mehrmals mitgepriift oder auch gesondert 
untersucht; Beispiele sind Abb. 7 und 8. 
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Abb. 7. Betula pendula (Zweig mit drei Blattern, Wasser- 
gehalt 172% des Trockengewichtes). Wie Abb. 6, aber 
auBer Spaltweite und Nettoassimilation auch die Respi- 
ration (andere Zweige) und Bruttoassimilation einge- 
zeichnet. C-Umsatz je g Trockengewicht und Stunde. 
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Im Falle der Birke (Abb. 7) hatten wir es ausnahmsweise mit Zweigen 
versucht, deren Blatter die Stomata schon von Anfang an gedffnet hatten, 
weil die Birke nicht immer geneigt war, in unserem Versuchslicht die Spalten 
so weit zu Offnen, da man sie genau hatte messen kénnen. Daher fehlt 
der Anfang des ansteigenden Kurvenastes; im tibrigen ist das Bild das 
gleiche wie vorhin, vor allem auch insofern, als beide Male der Nettogewinn 
mit SpaltenschluB auf Null sank (nie war er positiv, vereinzelt ganz schwach 
negativ), waihrend die Respiration erstaunlich unverandert weiterlauft. 
Bei geschlossenen Stomata wird also nur mehr die durch Respiration ent- 
bundene CO,-Menge reassimiliert. ,,Kutikulaére‘‘ CO,-Aufnahme war nie 
feststellbar. Stalfelt (1935) hat am Beispiel des Hafers itiberzeugend dar- 
getan, da sie nur minimal sein kann. 

Im Versuch Abb. 8 wurde die Registrierung im Dunkeln begonnen und 
die darauf folgende stunden- 
lange Beleuchtung wiederholt 
voriibergehend abgeschaltet, 
wobei jedesmal erst dann, 
wenn die Intensitaét der CO,- 
Abscheidung konstant gewor- 
den war, wieder Licht gegeben 
wurde. Wie schon in Abb. 7 
ist auch diesmal (und in der 
Regel) die Dunkelrespiration 
zu Beginn des Versuches et- 
was schwicher als spater, 
schwankt jedoch stets tiber 
lange Zeit nur wenig. Sie weist 
in keiner MeBreihe Schwan- 
ete tet —tee kungen auf, welche eindeutig 

5B 1% 17 18 20 22 2%Uhr auf einen maBgeblichen Ein- 
Abb. 8. Asarum europaeum (zwei Blatter, Wasser- flu8 des Offnens und Schlie- 
gehalt 640% des Trockengewichtes). Wie Abb.6 Bens der Spalten hinwiesen. 
und 7. Nettoassimilation und Respiration alter- | Lingerdauernde Me6reihen 
nierend bestimmt. zeigten, daB spiter, wenn das 
Defizit sich dem subletalen 
Wert nahert, die Respiration nach voriibergehendem Anstieg oder nach 
mehrfachen Schwankungen sinkt. Letzteres diirfte eintreten, wenn die 
pramortalen Phasen, die die verschiedenen Blattbezirke zu ungleicher Zeit 
durchlaufen, sich nicht kontinuierlich iiberschneiden, sondern schubweise 
eintreten. Dies interessiert jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht. 
Da8 das Offnen und SchlieBen der Spalten im Bereiche geringen Offnungs- 
areales und ausreichenden Lichtes zwar die Photosynthese vollig beherrscht, 
wahrend es auf die Dunkelatmung keinen durchschlagenden Kinflu8 hat, 
mag auf den ersten Blick merkwiirdig erscheinen. Es diirfte sich vielleicht 
daraus erkliren, daB bei der Atmung bedeutend héhere O,- und CO,- 
Potentiale wirken als bei der Photosynthese. 
An Asarum, Convolvulus, Stachys und Betula wurden die Stomata meist 
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unmittelbar mikroskopisch kontrolliert. Bei den anderen Objekten (Quer- 
cus, Fagus und Picea) war dies zu unsicher oder iiberhaupt undurchfiihrbar. 
Doch kann man auch bei diesen Schliisse ziehen, wieweit Wassermangel 
direkt oder im Wege hydroaktiver Spaltenbewegung die Photosynthese 
hemmt. Einerseits haben wir nimlich an denselben Blattern, deren Assi- 
milation der URAS registrierte, die GréBe des Sattigungsdefizits im Zeit- 
punkt des in der Regel spitzwinkeligen ersten sowie im Zeitpunkt des stets 
stumpfwinkeligen zweiten Knickes der Assimilationskurve (Abb. 6) ge- 
messen. Besonders das zweite Defizit ist immer genau bestimmbar, weil 
der betreffende Knick beim Verfolgen der Registrierung leicht voraus- 
gesehen und die Wagung dementsprechend eingeschoben werden kann. 
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PICEA EXCELSA 
Sonnenzweige 2000 L. 
Kronenbasis 10000 L. 
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20 
Sattigungsdefizit 


Abb. 9. Einzel- und Mittelwerte des Sattigungsdefizits zu Beginn des Riickganges der 
Photosynthese (1. Knick der Assimilationskurve Abb. 6) sowie beim Erreichen des 
Tiefpunktes (2. Knick) als Kammleisten eingezeichnet; dazu Streuungsbereiche und 
Mittelwerte ( .——) des Sattigungsdefizits zu Beginn und am Ende der hydro- 
aktiven SchlieBbewegung der Stomata aus Pisek und Winkler 1953. 


Anderseits kennen wir aus friiherer Erfahrung (Pisek und Winkler 1953, 
Tab. 5, Abb. 7—9) von jeder der gepriiften Arten in ihrer typischen Aus- 
pragung das Sattigungsdefizit beim Beginn wirksamen hydroaktiven Schlie- 
Bens und bei eben vollendetem VerschluB der Stomata. Stimmen diese 
Werte mit den ersteren iiberein, so spricht das dafiir, daB Wasserverlust 
in der Hauptsache tiber die Stomata wirkt. Geht hingegen die Assimilation 
zuriick und erreicht den Tiefstpunkt bei einem kleineren Wasserverlust, als 
dem Beginn und Ende der hydroaktiven SchlieBbewegung entspricht, so 
hieBe dies, daB die Photosynthese ausschlaggebend direkt beeinfluBt wiirde. 
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In Abb. 9 sind die Einzel- und Mittelwerte der Defizite, welche den 
Wendepunkten der Assimilationskurven zugeordnet sind, dem Mittelwert 
und Gesamtstreuungsbereich jener Defizite gegeniibergestellt, welche 1953 
zu Beginn und am Ende der hydroaktiven SchlieBbewegung bei den Blattern 
der betreffenden Baiume gefunden wurden. Aber auch jene Arten, deren 
Spalten synchron mit den CO,-Analysen beobachtet wurden, sind hier mit 
einbezogen. 

Im allgemeinen herrscht gute Ubereinstimmung zwischen beiderlei 
Werten. Selbst bei Stachys und Convolvulus, die groBe Defizite riskieren, 
bis sie die Stomata schlieBen und am ehesten Anzeichen fiir direkten Ein- 
fluB erwarten lieBen. Mehrfach wird die Nettoassimilation erst dann Null, 
wenn der Wasserverlust etwas hoher ist, als er bei hydroaktivem Spalten- 
schluB gefunden wurde (Picea, Fagus-Sonnenblatter, Quercus und Convol- 
vulus, alle bei 10.000 Lux). Dies laBt sich ohne weiteres verstehen, weil 
volliger Spaltenschlu8 sich der Beobachtung im Mikroskop oft entzieht, 
d. h. die Stomata schon geschlossen aussehen, obwohl sie es noch gar nicht 
sind (Pisek und Winkler 1953). Nur im Falle Asarum (10.000 Lux) 
scheint es, als lige die Sache umgekehrt. Dieser Eindruck wird aber dadurch 
widerlegt, da bei den Assimilationsmessungen an Asarum wie auch bei 
Stachys, Convolvulus und Betula die Spaltenbewegung immer direkt kon- 
trolliert und Nullassimilation stets ibereinstimmend mit SpaltenschluB oder 
kurz nachher beobachtet wurde. Es handelt sich also bloB um eine Disso- 
nanz zwischen den 1953 und 1955 gefundenen Werten des Defizits bei hydro- 
aktivem SpaltenschluB. Sie diirfte dadurch verursacht sein, daB wir 1. von 
Asarum (1953) nur wenige Defizit-Einzelwerte haben und 2. bei vorliegen- 
der Untersuchung zur Assimilations- und Spaltenbeobachtung in Gegensatz 
zum Jahre 1953 vorwiegend jiingere Blatter verwendeten, deren Stomata 
empfindlicher auf Defizite reagieren als jene von alten Blattern (Pisek 
und Winkler 1953, Tab. 3). Eben von solchen stammen die beiden auBer- 
sten Einzelwerte im Diagramm rechts. . 

Die Zusammenstellung in Abb. 9 erweitert u. E. die Basis und spricht 
also grundsitzlich in demselben Sinne wie die Ergebnisse, die durch die 
vorausgegangenen Abbildungen reprasentiert und unmittelbar beweis- 
kraftig sind. Anzeichen dafiir, daB die C-Bindung durch Wasserverlust 
litte, wihrend die Spalten entsprechend gedffnet sind, haben sich nicht er- 
geben. Die Photosynthese nimmt vielmehr stets zu, wahrend die Stomata 
hydroaktiv sich zu bescheidener Weite 6ffnen und das Blatt langsam Wasser 
verliert. Sie fangt erst dann an mehr oder weniger rasch zu fallen, wenn 
infolge wachsenden Defizits wirksamer hydroaktiver SpaltenschluB einsetzt 
und sich verstarkt, und erst wenn die Stomata endlich vollig geschlossen 
sind, gelangt die Photosynthese auf jenen Tiefpunkt, auf dem bloB die 
Atmungs-CO, reassimiliert und die Nettoassimilation hiemit gleich Null 
wird. 

Im allgemeinen diirften also die Stomata empfindlich genug reagieren, 
daB direkter, hemmender Einflu8 von Wassermangel auf die Photosynthese 
in den Hintergrund tritt. Man kann sich aber vorstellen, daB sie unter be- 
sonderen Umstianden versagen, etwa solchen, die innerhalb des betreffenden 
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Anpassungstyps sozusagen nicht vorgesehen sind. Weber — zu dessen 
Lieblingsobjekten die Stomata schon immer gehérten — berichtet einmal 
(1927), daB manche Pflanzen, besonders krautige, sie in voller Sonne weit 
dffnen, wihrend sie gleichzeitig zu welken beginnen. Wir fanden gelegent- 
lich ahnliches bei Schattenformen der Schattenkraiuter Pulmonaria und 
Asarum, wenn wir sie sehr stark (30.000 Lux) belichteten. Méglich, daB unter 
derartigen Verhialtnissen der Fall Abb. 46 oder c eintritt. Auf experimen- 
telle Priifung dieser Angelegenheiten muBten wir vorlaufig leider verzichten, 
weil wir die mit so hoher Lichtintensitaét verbundene Warmestrahlung und 
Inkonstanz der Temperatur nicht beseitigen konnten. 

Weniger erwartete man solches Verhalten bei Wiistenpflanzen. Stocker 
(1954) glaubt, der friihe Riickgang im Tageslauf der (Netto-) Assimilation, 
den er am algerischen Standort wiederholt festgestellt hat, kénne nicht auf 
Verschlu8B der Stomata beruhen, vielmehr sei das Anwachsen des Defizits 
hiefiir entscheidend; womit offenbar das gemeint ist, was wir hier direkten 
Einflu8 nennen. Mag sein, daB dieses vom Blickpunkt des Wasserhaus- 
haltes unzweckmaBige Verhalten auf besonders geringer Empfindlichkeit 
der Stomata beruht und durch die Hitze der Wiiste bedingt ist. Doch wird 
auch diése These erst noch genauer zu priifen sein. 


Zusammenfassung 


Wenn die Pflanze mehr Wasser verliert, als sie gleichzeitig ersetzen kann, 
und dadurch in Unterbilanz (Wassersittigungsdefizit) geriit, so leidet er- 
fahrungsgema8 die Photosynthese. Der Wasserverlust kann diese unmittel- 
bar etwa durch Entquellung des Protoplasmas beeintrachtigen oder mittel- 
bar, indem hydroaktive SchlieBbewegungen der Stomata den Gaswechsel 
hemmen. Es fragt sich, welcher der beiden Einfliisse ausschlaggebend ist. 
Zur Klarung der Frage wurden von einigen mesophytischen Kraut- und 
Baumtypen Blatt- (Zweig-) Proben entnommen und an diesen, nachdem 
man sie im Dunkeln sich mit Wasser hatte sattigen lassen, bei 22°C und 
10.000 bzw. 2000 Lux die Ablaufe der Assimilation und Respiration (URAS), 
der Spaltenbewegungen (Auflichtmikroskop) und die Zunahme des Defizits 
(Wagung) soweit irgend méglich synchron ermittelt und verglichen. 

Es ergab sich, daB die Photosynthese zunaichst mit der Spaltweite zu- 
nimmt und immer erst dann mehr oder weniger rasch zuriickgeht, wenn die 
Spalten infolge des wachsenden Defizits sich mehr und mehr verengen. Mit 
oder kurz nach volligem hydroaktivem Schlu8 der Stomata (im Mikroskop 
erscheint er manchmal verfriiht, weil das wirkliche SchlieBen nicht sichtbar 
ist) ist der Gaswechsel so weit unterbunden, daB nur mehr die Respirations- 
CO, reassimiliert wird. Positive Nettoassimilation war dann nie mehr fest- 
stellbar. Die Photosynthese wird bei wechselnder Wasserbilanz durch das 
Spiel der Spalten entscheidend beherrscht, wogegen dieses die Respiration, 
wenn tiberhaupt, so jedenfalls viel weniger beeinfluBt. Alles in allem reagie- 
ren demnach die Spaltapparate mindestens bei Mesophyten unter den ge- 
gebenen Bedingungen empfindlicher auf Wasserverlust als der Assimi- 
lationsapparat des Mesophylls, so da8 unmittelbare Beeintrachtigung der 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 39 
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Photosynthese durch Wasserverlust im allgemeinen wohl erst nach Spalten- 

schlu8 wirksam wird, was bei der Geringfigigkeit der kutikularen CO,-Auf- 

nahme wenig Bedeutung hat. Die Méglichkeit von Ausnahmen wird er- 

ortert. 
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Methodisches zum Gradientenproblem 


Von 
Lotte Reuter 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 19. Oktober 1955) 


Der Begriff des physiologischen Gradienten hat seit den ersten Unter- 
suchungen auf diesem Gebiet der protoplasmatischen Pflanzenanatomie 
(Weber 1929) in der Folgezeit immer mehr an Bedeutung gewonnen 
(Reuter 1955). Prat (1948, 1951) hat in einer zusammenfassenden Dar- 
stellung ausdriicklich darauf hingewiesen, daB wir innerhalb der lebenden 
Pflanze drei verschiedene Gradientensysteme unterscheiden miissen. 

1. Chemisch-physikalische Gradienten, die sich auf Eigenschaf- 
ten, wie Temperatur, osmotischer Druck, Wasserstoffionenkonzentration, 
Konzentration von Wasser, Glukose und anderen chemischen Substanzen 
etc., beziehen (Colin 1916, 1917, Ursprung und Blum 1923, Gustafson 
1924, Priestly 1928, 1930, Chaze 1932, Lund 1929, 1930, 1947, Blinks 
1934, Gibbs 1930, van Fleet 1942a, b, 1943, Prat 1944). 

2. Physiologische Gradienten, die eine Folge der graduellen unter- 
schiedlichen Funktion, wie etwa der Atmung, der Photosynthese, der 
Wachstumsgeschwindigkeit, dem Verhalten Reizen gegeniiber etc., dar- 
stellen (Bonner und Thimann 1934, David 1936, 1940, van Fleet 
1942a, b, 1943, Prat 1944). 

3. Anatomisch-histologische Gradienten, die sich in den struk- 
turellen graduellen Unterschieden auBern. 

Die Wechselwirkung dieser drei Gradientensysteme ist ein Problem, das 
vorlaufig nur Hypothesen und Vermutungen zuginglich ist (Prat 1948, 
1951, Reuter 1955) und daher zu einer naiheren Analyse herausfordert. 

Soll die Frage in Angriff gnommen werden, welcherart die Korrelationen 
zwischen diesen drei Gradientensystemen sind, dann ist der Gedanke nahe- 
liegend, einem Organismus, dessen EntwicklungsprozeB relativ einfach ist, 
im duBeren Substrat ein chemisch-physikalisches Gradienten- 
system zu bieten und durch fortgesetzte Beobachtung einerseits die Mor- 
phogenese, d. h. die Ausbildung der anatomisch-histologischen Gra- 
dienten des betreffenden Organismus schrittweise zu verfolgen und par- 
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allel damit mit den Methoden der Zellphysiologie und der Protoplasma- 
forschung auch die sich entwickelnden protoplasmaphysiologischen 
Gradienten naher zu untersuchen. 

Die vorliegende kurze Mitteilung beschrankt sich lediglich auf die Wieder- 
gabe von methodischen Angaben zur Untersuchung des angefiihrten 
Problems. Die Mitteilung der Ergebnisse der Versuche, die gegenwiartig 
am Pflanzenphysiologischen Institut der Universitét Wien von Frl. H. Bin- 
der durchgefiihrt werden, aber noch nicht zu einem AbschluB gebracht 
werden konnten, ist einer spiteren ausfiihrlicheren Darstellung vorbe- 
halten. 


Versuchsobjekt 


Was die Anforderungen betrifft, die solche Versuche an das Versuchs- 
material stellen, so haben die Versuche Reuters (1952) gezeigt, daB Pro- 
thallien von Farnen (Dryopteris parasitica) Eigenschaften aufweisen, die 
sie als geeignetes Versuchsobjekt erscheinen lassen. An diesem Objekt 
1aBt sich die Entwicklung von der Spore bis zur ausgebildeten Form des 
Prothalliums unter geeigneten Kulturbedingungen relativ leicht schritt- 
weise unter dem Mikroskop verfolgen (Orth 1936, Reuter 1952), wobei 
parallel mit der Feststellung des Verlaufs der Morphogenese auch proto- 
plasmaanatomische Untersuchungen an den sich entwickelnden Prothal- 
lien erfolgreich durchgefiihrt werden kénnen. Was die Herstellung des 
Kultursubstrates anlangt, so sei auf die Angaben von Linsbauer (1926a, b), 
Gratzy-Wardengg (1928), Orth (1936) und Reuter (1952) hingewiesen. 
Es ist zweckmaBig, vor Beginn der Versuche eine gréBere Menge von Sporen 
bereitzustellen, um fiir simtliche Versuche ein médglichst gleichartiges 
Sporenmaterial zur Verfiigung zu haben, wenn es sich um Versuchsreihen 
handelt, die sich iiber langere Zeitraiume hin erstrecken. Der Schwierigkeit, 
die sich aus der Forderung nach einer méglichst gleichmaBigen Verteilung 
der Sporen auf dem Nahrsubstrat ergibt, wird am besten dadurch begegnet, 
daB die Sporen bei der Aussaat mit leichtem Druck durch ein feinporiges 
Gewebe gepreBt werden (Reuter 1952). Es ist eine Selbstverstandlichkeit, 
daB bei der hohen Lichtempfindlichkeit der Farnprothallien — was die 
aéuBeren Faktoren betrifft — vor allem auf eine Konstanz der Belichtungs- 
verhialtnisse, denen die Kulturen ausgesetzt sind, zu achten ist. Durch eine 
optimale Abstimmung der Belichtungsverhiltnisse lit sich iiberdies auch 
eine Verringerung der Verunreinigung der Kulturen durch Pilze erzielen. 


Der Gradient im Nahrsubstrat 


Was die Frage nach dem chemisch-physikalischen Gradienten betrifft, 
so kommen den Angaben der oben zitierten Literatur entsprechend Gra- 
dienten der verschiedensten Art in Betracht. Es ist in diesem Zusammen- 
hang in gleicher Weise an Gradienten zu denken in bezug auf Temperatur, 
osmotischen Druck, Wasserstoffionenkonzentration wie auch an solche 
chemischer Natur. Die vieldiskutierten Ergebnisse der elektrophysiologi- 
schen Untersuchungen Lunds (1947) sprechen tiberdies fiir die Existenz 
von bioelektrischen Gradienten in jedem Organismus, die eine Folge der 
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elektrischen Polarititen der einzelnen Zellelemente sind. Da einerseits in 

jiingster Zeit die Bedeutung der Polaritat der Zelle fiir die Morphogenese 

immer mehr erkannt wird (Biinning 1939, 1953, Bloch 1943, Sinnott 

und Bloch 1945, 1946, Kiister 1951, Reuter 1955 u. a.) und andererseits 

in der Literatur mehrere Angaben iiber die Induktion der Polaritat einer 

Zelle durch den elektrischen Strom (Lund 1923, 1947, Schechter 1934, 

Tobias und Solomon 1950) vorliegen, so beabsichtigten wir, fiir die ge- 

planten Versuche iiber 

die Wechselwirkung der 

einzelnen Gradienten- 

systeme zunichst jene 

methodischen Voraus- 

setzungen zu schaffen, 

die die Untersuchung 

ots der Wirkung eines elek- 

EES rane getey Lae trischen Feldes auf die 

Qt mol KCL Morphogenese von Farn- 

15 % Agar + 1/10 Knopsthe Néhrlosung prothallien gestatten. 

Abb. 1. Versuchsanordnung von Watanabe, Kodati Die Anregung zu diesen 

und Kinoshita (1938). methodischen Vorarbei- 

ten erhielten wir durch 

Untersuchungen, wie sie von Watanabe, Kodati und Kinoshita (i938) 
durchgefithrt wurden. 

a) Die Erzeugung des elektrischen Gradienten im Niahr- 
substrat: Die Versuchsanordnung zur Anwendung eines elektrischen Fel- 
des, wie sie den Angaben 
von Watanabe, Kodati und 
Kinoshita (1938) entspricht, 
ist in Abb. 1 schematisch dar- 
gestellt. Diese Versuchsanord- 
nung wurde im Prinzip auch 
von Anderson (1951) tber- 
nommen. Diespeziellen Bediirf- 
nisse, die sich im Laufe unserer 
Versuche an Farnprothallien 
ergaben, lieBen gewisse Ab- 
anderungen und Erginzungen pb. 2. Petrischale und Elektrodenréhrchen, 
dieser Versuchsanordnung als _ wie sie bei den gegenwartigen Versuchen ver- 
angezeigt erscheinen. Fir die wendet werden. 

Kultur der Prothallien verwen- 

den wir gegenwirtig Petrischalen mit einem Durchmesser von 9,5 cm. Die 
senkrechte Wand dieser Schalen tragt an sechs Stellen (in einer Entfernung 
von je 60 Grad) kreisrunde Durchbohrungen von einem Durchmesser von etwa 
7mm. Diese Durchbohrungen dienen zur Aufnahme der Glasréhrchen 
(,,Elektrodenréhrchen“), die die Verbindung zwischen Nahrsubstrat und 
Elektroden herstellen. Diese Durchbohrungen kénnen aber auch fallweise 
mit Hilfe von kurzen Glasstépseln mit Gummidichtung fest verschlossen 
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werden. Diese Abianderung der Versuchsanordnung von Watanabe, 
Kodati und Kinoshita (1938), bei der nicht die Wand der Petrischalen, 
sondern der Deckel die Durchbohrungen zur Aufnahme der Elektroden- 
rohrchen trigt, scheint uns deshalb angezeigt, um nach Entfernung des 
Deckels die Kontrolle der wachsenden Prothallien unter dem Mikroskop 
fallweise vornehmen zu kénnen, ohne den Kontakt zwischen Elektroden- 
rohrchen und Nahrsubstrat unterbrechen zu miissen. Die Durchbohrungen 
lieBen wir nicht in der Zwei-, sondern in der Sechszahl an jeder Petrischale 
anbringen, da wir uns von dem Wunsch leiten lieBen, auch wahrend der 
Dauer eines Versuches die Méglichkeit zu besitzen, durch Umgruppierung 
der Ansatzstellen der beiden Elektrodenréhrchen die Richtung des elek- 
trischen Feldes jeweils abindern zu kénnen. Die Elektrodenréhrchen, die 
wir zu unseren gegenwartigen 
Versuchen verwenden, besitzen 
die von Watanabe, Kodati 
und Kinoshita(1938)empfoh- 
lene Form, d.h. daB die beiden 
Schenkel der Réhrchen je eine 
Drehung um etwa 90 Grad er- 
halten haben (Abb. 2), wodurch 
ihre Standfestigkeit wesentlich 
erhéht wird. Das Ende der 
Elektrodenréhrchen, das in die 
Durchbohrungen der Petri- 
schalen eingefiigt wird, lieBen 
wir zum Unterschied von den 
von Watanabe, Kodati und 
Kinoshita (1938) beschriebe- 
nen Réhrchen horizontal aus- 


ziehen, eine Anderung, die ppb. 3. 44’, BB’, CC’ Ansatzstellen der Elek- 
durch die Abainderung der Lage trodenréhrchen; a, 6, ¢ die durch Glasringe 
der Durchbohrungen in den markierten Agarbezirke. 


Petrischalen notwendig wurde. 

Das Einpassen der Elektrodenréhrchen in die Petrischalen erfolgt gleich- 
falls mit Hilfe von Gummidichtungen. — Die Fiillung der Réhrchen 
nehmen wir in der Weise vor, daB die Verbindung zwischen den ver- 
schiedenen verwendeten Salzlésungen durch Agarbriicken verschiedener 
Zusammensetzung hergestellt wird. Die fiir die Versuche bereitgestellten 
Elektrodenréhrchen zeigen die folgende Fiillung (Abb. 1): 


1. Die Zinkelektroden tauchen in gesiattigte ZnSO,-Lésung ein. 

2. An die ZnSO,-Lésung schlieBt sich eine Agarbriicke, bestehend aus 
0,1 mol KCl + 1,5% Agar an. 

3. Uber diese Agarbriicke ist eine 0,1 mol KCl-Lésung geschichtet. 

4. Der restliche Teil des Elektrodenréhrchens, der unmittelbar an das 


Nahrmedium in der Petrischale anschlieBt, ist mit 1,5°% Agar + 4/,, Knop- 
scher Nahrlésung gefiillt. 
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b) Kennzeichnung bestimmter Areale auf der Oberfliche 
des Nahrsubstrates: Fiir die besonderen Verhialtnisse, wie sie sich bei 
den Versuchen mit Farnprothallien ergeben, ist es wiinschenswert, einen 
Weg zu finden, der es gestattet, bestimmte Prothallien auf dem Nahrsub- 
strat zu identifizieren. Die Méglichkeit zu haben, in bestimmten Zeitinter- 
vallen den Fortgang der Entwicklung ein und desselben Prothalliums unter 
dem Mikroskop zu verfolgen, ohne es von dem Nahrsubstrat zu entfernen 
und durch einen solchen Eingriff in seiner Formbildung und Entwicklung 
zu beeinflussen, ist von wesentlicher Bedeutung. Bei unseren gegenwartigen 
Versuchen fiigen wir zu diesem Zweck in die unteren Schichten des Nahr- 
agars der Petrischalen kleine Glasringe von einem Durchmesser von 5 mm 
und einer Héhe von 3 mm ein, deren oberer Rand von der Oberfliche des 
Nahragars in der Petrischale etwa 2—3 mm entfernt ist. Mit Hilfe dieser 
Glasringe, deren Anordnung bei simtlichen Versuchen vollkommen gleich- 
maBig erfolgen muB — die Stellen, an denen die Glasringe eingesetzt werden, 
sind auf einer Schablone, die voriibergehend unter den Boden der Petri- 
schale gelegt wird (Abb. 3), genau fixiert —, ist es méglich, bestimmte Be- 
zirke auf der Agarflache und damit eine mehr oder weniger groBe Zahl von 
Prothallien in ihrer Lage genau zu kennzeichnen. Weitere ausgedehntere 
Versuche sollen zeigen, wie sich diese Methode bewahrt. 


c) Stromquelle: Was die Stromquelle fiir unsere gegenwirtigen Ver- 
suche betrifft, so verwenden wir ,,Nife-Batterien“, Zellentype Si 0,4, die 
je eine Kapazitat von 4 Amperestunden bei normaler ununterbrochener 
Entladung wahrend 8 Stunden und eine Spannung von 1,3 Volt besitzen. 
Fiir die angegebenen Versuchsbedingungen betrigt der Gesamtwiderstand 


150.000 Ohm und die Stromstarke 8,6 uA bei Verwendung einer der er- 
wahnten Batterien. Fiir die Zukunft planen wir weitere Versuche, bei denen 
parallel mit Wechselstrom gearbeitet werden soll, um auf diesem Weg die 
Wirkung der infolge des Stromdurchganges ausgelésten Ionenwanderung 
auf die Formbildung der Prothallien kennenlernen zu kénnen. 


d) Kennzeichnung des elektrischen Feldes: Zur Kennzeichnung 
des elektrischen Feldes im Nahrsubstrat wurden fiir die einzelnen oben de- 
finierten Areale (Abb. 3) Messungsreihen mit Hilfe eines Spiegelgalvano- 
meters, das uns in entgegenkommender Weise von der Zentralanstalt fiir 
Meteorologie zur Verfiigung gestellt wurde, durchgefiihrt. Die Ergebnisse 
dieser Messungen, die fiir jeden Agarbereich in vier verschiedenen Richtun- 
gen durchgefiihrt wurden, brachten die folgenden Ergebnisse. 

1. Die héchsten Werte (im Durchschnitt 0,00730 uA pro Zentimeter) 
finden sich in der geradlinigen Verbindung von AA’ (Abb. 3). Parallel zu 
AA’ nehmen diese Werte von der Mitte gegen den Rand der Petrischalen 
zu allmahlich ab. 

2. Senkrecht zu AA’ finden sich auBerst niedrige Werte. 

3. In den Schraglagen einerseits parallel zu BB’, andererseits parallel zu 
CC’ fanden wir stets niedrigere Werte als parallel zu AA’. 

Bei den angefiihrten Messungen muBten wir infolge der groBen Emp- 
findlichkeit der MeBmethode stets erhebliche Schwankungen feststellen, die 
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zum Teil auch durch Inhomogenitaten des Nahrsubstrates wie auch die 
geringsten Ungenauigkeiten bei der Einfiihrung der zu den Messungen ver- 
wendeten Elektroden verursacht werden. 

Da sich uns bei der Ausarbeitung der angefiihrten Versuchsmethodik 
eine ganze Reihe von technischen Schwierigkeiten in den Weg stellte, konn- 
ten wir bis jetzt noch keine der geplanten Versuchsreihen zu einem AbschluB 
bringen und miissen uns daher an dieser Stelle auf die Mitteilung rein me- 
thodischer Punkte beschrinken. Erst die Zukunft wird zeigen, inwieweit 
die geschilderte Versuchsmethodik uns die Méglichkeit gibt, die eingangs 
dargestellten Probleme naher zu analysieren. Es soll nicht verschwiegen 
werden, daB die komplexe Zusammensetzung des Nahrbodens eine gewisse 
Uniibersichtlichkeit der sich im Nahrsubstrat infolge des Durchganges des 
Stromes abspielenden Vorginge erwarten laBt. Neben Anderungen der 
Gesamtkonzentration infolge der Substanzabscheidung an den Elektroden 
ist unter anderem mit einer Steigerung der Temperatur durch die frei wer- 
dende Stromwiarme und verschiedenartigen Entmischungsvorgingen bzw. 
Anderungen des Hydratationszustandes zu rechnen; auch der stark hem- 
mende Einflu8 der hohen Viskositét des Niahrsubstrates auf die Wan- 
derungsgeschwindigkeit der Ionen soll in diesem Zusammenhang nicht un- 
erwahnt bleiben. Trotz der angefiihrten Einwande erscheint uns jedoch 
vom Standpunkt einer protoplasmatischen Pflanzenanatomie (Weber 1929) 
aus eine weitere Verfolgung des eingeschlagenen Weges von Interesse zu sein. 
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Einleitung 


Die Schadlingsbekampfung bildet einen bedeutenden Zweig der Pflanzen- 
schutzforschung und ist eine unentbehrliche MaBnahme fiir die praktische 
Nutzung der Pflanzen zur Ertragssteigerung und Ertragssicherung. Schon 
seit Jahren ist man bestrebt, auch innertherapeutische Heilmittel zur Be- 
kampfung von Pflanzenschadlingen zu finden; das sind Stoffe, welche von 


* Herrn Prof. Dr. F. Weber zum 70. Geburtstag in Verehrung zugeeignet. 
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der Pflanze aufgenommen werden, sich im Pflanzengewebe ausbreiten und 
in diesem bestandsfahig sind, um damit die Pflanze selbst zu einer Bekimp- 
fung ihrer Schadlinge zu aktivieren (Miller 1926, Frohberger 1950). 
Die letzten Jahrzehnte brachten die ersten Erfolge, die aber vorerst fiir eine 
praktische Verwendung auf breiter Basis noch nicht ausreichten. Nun ist 
es gelungen, Insektizide zu entwickeln, die allen Anforderungen einer inneren 
Therapie entsprechen und damit wurden neue Wege in der Schidlingsbe- 
kimpfung gewiesen. Da diese Stoffe neben ihren innertherapeutischen oder 
, systemischen“! Eigenschaften auBerdem stark insektizid und ovizid wirk- 
sam sind, ist ein hoher Abtétungsgrad gewihrleistet. Die systemische Wir- 
kungsweise bedingt eine anhaltende Nachwirkung und Selektivitaét in der 
Abtétung; nur Schadlinge, die die Pflanze selbst angreifen, sind bei dieser 
Bekimpfung betroffen, wihrend deren Feinde geschont werden. 

Da das Einbringen in das pflanzliche Gewebe ein Kriterium der Wirk- 
samkeit dieser Insektizide darstellt, ist es von Interesse, die Wirkung an 
der Pflanze selbst zu untersuchen und naher kennenzulernen. Untersu- 
chungen im zellphysiologischen Bereich mit diesen Insektiziden sind, abge- 
sehen von Beitragen von Frohberger (1949) iiber E 605 und Tietz (1953), 
der mit radioaktivem Phosphor die Leitung des Systox in den Geweben der 
Pflanze verfolgt, nicht verdéffentlicht. 

Systox ist die Handelsbezeichnung eines Insektizids, dessen wirksamer Bestandteil 
der Diathylthionophosphorsiureester des B-Oxyathyl-thioathylathers ist, der bei der 
Firma Bayer unter der Bezeichnung E 1059 gefiihrt wird. Er ist in chemisch reinem 
Zustand eine dlige Fliissigkeit. Wéahrend er in diesem Zustand einen angenehm ester- 
artigen Geruch verbreitet, weisen die technischen Produkte einen an ungesittigte or- 
ganische Schwefelverbindungen erinnernden Geruch auf. Die Wasserléslichkeit ist bei 


Zimmertemperatur sehr gering; dem Handelsprodukt ist daher ein Emulgator zuge- 
setzt (50% Wirkstoff E 1059 It. Rundschreiben 8 der Firma Bayer), der das Priparat 
in Wasser fein verteilt. Der Dampfdruck betrigt 14 mg/m? bei 20° C (Schrader 1951, 


1952a, b). ‘ 


C,H;Ov_ | 
P—O—CH,—CH,—S—C,H, 
C,H,0 
21 
Siedepunkt 2,2 mm/121°C, Dichte 4 4 
Mol.-Gewicht 258,1. 


° ° 


18 
> 1,119, Brechung n 


1,4 
p » 900, 


Systox wird je nach Behandlungsweise von den Wurzeln oder den oberen 
griinen Pflanzenteilen aufgenommen. Nach Aufnahme durch die Wurzel 
erfolgt eine Weiterleitung im Xylem mit dem Transpirationsstrom. Nach 
Behandlung der oberirdischen Teile geht die Wanderung vorzugsweise im 
Phloem vor sich. Werden nur einzelne Blatter behandelt, ist die Verlage- 
rung des Wirkstoffes in die unbehandelten Teile apikalwarts starker als 
basalwarts. Das Priparat halt sich verschieden lang unverdndert in den 


1 Der Ausdruck systemisch wurde aus der amerikanischen Fachsprache entnom- 
men und bedeutet innertherapeutisch, d. h. die Wirkstoffe dringen in die Systeme der 
Pflanze ein und sind darin fiir langere Zeit bestandsfahig. 
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Systemen der Pflanze auf. Es konnte aber in den Zellen der Blattepidermis, 
des Scheidenparenchyms und der Wurzel voriibergehend Speicherung des 
Wirkstoffes festgestellt werden. Die Ausscheidung erfolgt allmahlich durch 
Rekretion, und zwar kutikulir (Tietz 1953). 

Systox wirkt in erster Linie als Saug- und Atemgift. Eine geringe Be- 
deutung kommt ihm als Kontaktinsektizid zu (Unterstenhéfer 1950a, b). 

Bei Resistenz gegeniiber auBeren Einwirkungen miissen zwei Arten un- 
terschieden werden, fiir die von Biebl die Bezeichnungen ,,ékologische 
Resistenz‘‘ und ,,nicht-umweltbedingte, konstitutionelle Resistenz‘ einge- 
fiihrt wurden. Erstere betrifft die Widerstandsfihigkeit der Pflanze gegen- 
iiber Einfliissen, denen sie unter natiirlichen Verhiltnissen in verschieden 
hohem Grad ausgesetzt sein kann. Unter der zweiten Art versteht man das 
Verhalten der Pflanzen gegeniiebr Stoffen und anderen LEinfliissen, die sie 
am natiirlichen Standort nie oder nur in geringem MaBe antreffen. Da 
Systox als ein Stoff angesehen werden muB, der den Pflanzen physiologisch 
fremd ist, ergeben die Werte konstitutionell bedingte Resistenzen der ein- 
zelnen Protoplasmen. (Biebl 1947, 1949.) 

Die Erforschung des Resistenzverhaltens bei der Einwirkung chemischer 
Verbindungen ist fiir die vergleichende Protoplasmatik eine wertvolle 
Methode zur Kennzeichnung verschiedener Plasmasorten. Es liegen daher 
bereits zahlreiche Untersuchungen vor. Die Mehrzahl der Arbeiten bezieht 
sich auf die Prifung der Resistenz gegeniiber Siuren, Basen und Salzen 
sowie Narkotika. Dabei wurden von einigen Forschern in erster Linie die 
plasmatischen Verainderungen beim Nekroseverlauf beobachtet (H6fler 
1934, 1939, Kiister 1929, 1937, Lepeschkin 1937, Schindler 1938, 
1943), von anderen die Absterbezeiten bzw. tédlich wirkende Konzentration 
bei verschiedenen Plasmen ermittelt (Bieb1 1947, 1949, 1950, 1954, Bren- 
ner 1918, Loub 1951, Url 1955). 

Um die Systoxwirkung auf das Plasma zu charakterisieren, galt unser 
Interesse der Bestimmung der Resistenzwerte und den morphologischen Ver- 
anderungen. 

Vorliegende Arbeit ist dem Studium der Verainderungen und der Resi- 
stenz des Plasmas verschiedener Pflanzengruppen bei Einwirkung des 
systemisch wirkenden Insektizids Systox gewidmet. 


Methodik 


Da Systox einen hohen Dampfdruck aufweist, wurden die Stamm- 
lésungen in Flaschen mit eingeschliffenem Stdpsel angesetzt und, um Licht- 
einwirkungen auszuschalten, im Dunkeln aufbewahrt. Die angesetzten 
Stammlésungen wurden hoéchstens 14 Tage verwendet. 

Die Versuche wurden in 30-cm*-Flaschchen angesetzt. Die Gesamtmenge 
der Lésung eines Versuches betrug 10 cm*. 

Bei allen angefiihrten Konzentrationswerten handelt es sich um Volums- 
prozente. 

Fiir die Resistenzversuche an Algen wurde beim Ansetzen der Lésungen 
das Volumen des dazukommenden Wassers und Algenmaterials beriicksich- 
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tigt. Nach Zugabe des Algenmaterials wurden die Lésungen gut durch- 
geschiittelt. 

Zur Feststellung der Resistenz von Algen wurden drei in ihrer Art ver- 
schiedene Versuchsreihen angesetzt (Schindler 1938a, b): 


I. Versuchsreihe: ,,Nachherige Plasmolyse.‘ 
Nachdem das Material eine Zeit der Giftwirkung ausgesetzt war, wurden 
Proben auf einen Objekttrager gegeben und nach Beobachtung der Nekrose- 
bilder 0,8 mol Traubenzuckerlésung durchgesaugt. 


II. Versuchsreihe: ,,Gleichzeitige Plasmolyse.“ 
Das Algenmaterial wurde in eine mit Systox versetzte 0,8 mol Trauben- 
zuckerlosung pipettiert. 


III. Versuchsreihe: ,,Vorherige Plasmolyse.“ 

Erst nachdem auf das Material 10 Minuten lang 0,8 mol Traubenzuckerlé- 
sung eingewirkt hatte, wurde eine isosmotische Traubenzucker-Systox-Lésung 
zugesetzt. Diese Versuche wurden auf Objekttragern durchgefiihrt, welche auf 
die Dauer des Versuches in einer feuchten Kammer untergebracht waren. 
Das Absaugen und Zutropfen der Lésungen erfolgte rasch hintereinander. 

Als Lebensreagenz galt neben dem Aussehen der Zellen bei der ersten 
Versuchsreihe die Plasmolysierbarkeit mit 0,8 mol Traubenzuckerlésung, 
bei den beiden anderen Versuchsreiien das Verhalten der Zellen bei Prii- 
fung auf Deplasmolyse. 

Die Resistenzversuche an Moosen, Farnen und Bliitenpflanzen wurden 
einheitlich durchgefihrt, so daB ein Vergleich dieser Pflanzengruppen még- 
lich war. Die Auswahl der Giftkonzentrationen wurde auf Grund einiger 
Vorversuche entsprechend dem Resistenzverhalten getroffen. 

Bei den Moosen haben wir 3—4 Blattchen oder ganze Stémmchen von 
zarteren Objekten, wie sie besonders bei den Lebermoosen anzutreffen sind, 
in die Lésungen gebracht. Fiir die Versuche mit den Marchantiaceen kamen 
Langsschnitte der Thallusoberfliche in Verwendung, welche kurz entliiftet 
wurden. 

Bei den Farnen und Bliitenpflanzen wurden durchwegs mit einer scharfen 
Rasierklinge Epidermislangsschnitte meistens vom Stengel oder Blattstiel, 
seltener von der Blattflache hergestellt, die nach kurzem Entliiften in die 
Lésungen gebracht wurden. 

Die Untersuchung der Objekte erfolgte 48 Stunden nach dem Einlegen. 
Nach Bieb] (1949) ist die Beobachtung nach 48 Stunden giinstig, da sich 
wesentliche Veranderungen in der darauffolgenden Zeit nicht mehr einstel- 
len. Zur Feststellung der Vitalitat wurde 0,8 mol KCl verwendet. 


I. ""ersuche an Algen 
1. 2 osistenzversuche 


Fiir diese Versuche standen uns einige sehr artenreiche Proben, gesam- 
melt von Héfler und Schindler aus den Hochmooren der Ramsau, 
neben von Ricker gesammelten artenirmeren Proben vom Lunzer Rot- 
moos und der Tintenlacke zur Verfiigung. 
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Das Material wie auch die Versuchsflaschchen waihrend der Versuche wur- 
den in den Nordfenstern des Wiener Pflanzenphysiologischen Instituts 
kihl aufbewahrt. 

In 1%iger Systoxlésung sind die Absterbezeiten der einzelnen Arten 
nur gering verschieden; diese Konzentration war allgemein sehr giftig. 
Die empfindlicheren Arten, wie z. B. Tetmemorus granulatus oder Netrium 
digitus, waren nach 10 Minuten abgestorben, weniger empfindlichere Arten 
nach einer halben Stunde. Das Verweilen von einer Stunde verlief auch bei 
den resistenten Arten, wie Pleurotaenium truncatum, Micrasterias denti- 
culata, Staurastrum Dickiei, Stawrastrum Brebissonii, Desmidium Swartzii, 
nicht ohne schadigende Auswirkung. Bei gleichzeitiger Plasmolyse zeigten 
die resistentesten Arten schon nach einer halben Stunde durchwegs nekro- 
tische Bilder. Auch bei den empfindlicheren Arten setzte die Nekrose friiher 
ein. Ebenso verschiebt sich die Resistenzgrenze bei gleichzeitiger Plasmo- 
lyse zu den niederen Konzentrationen. Der Zusatz von Plasmolytikum 
bei der II. Versuchsreihe erhéhte nach Weber (1931c) die Giftwirkung. 

Neben 1%igem Systox haben wir auch bei 0,1% die Absterbezeiten 
genauer zu ermitteln versucht und dabei die laufenden plasmatischen Ver- 
ainderungen beobachtet. Bei 0,05% und 0,01% wurden die Beobachtungen 
in langeren Intervallen vorgenommen. 

In den Tabellen scheinen von den Versuchen nur die Ergebnisse iiber jene 
Algenarten auf, die gesicherte Werte darstellen. 

Bei Betrachtung der Werte der drei Versuchsreihen findet man, daB sie 
bei den einzelnen Objekten verschieden liegen. Wie bereits bei den Ver- 
suchen mit 1%igem Systox erwahnt, ergibt sich auch bei Behandlung mit 
0,1%igen Lésungen in der zweiten Versuchsreihe eine staérkere Systoxwir- 
kung als bei der ersten und dritten. Die in der Tabelle (S. 626) eingezeichneten 
Linien fiihren dies vor Augen. Die Werte fiir die beiden letzteren Versuchs- 
reihen (I. und III.) laufen haufig parallel. Bei Plewrotaeniwm rectum und 
Gymnozyga Brebissoni zeigen die Ergebnisse, daB die Individuen bei der 
III. Versuchsreihe, ahnlich der II., friiher absterben als in der I. Andere 
Arten erwiesen sich in der III. Versuchsreihe resistenter als in der I.; die 
Absterbegrenze von I. gegeniiber der von III. liegt bei Micrasterias denticu- 
lata und Euastrum ansatum um eine, bei Pleurotaenium truncatum um zwei 
Beobachtungszeiten spiater. 

Ahnlich den zeitlichen Absterbelinien verlaufen auch die Resistenz- 
grenzen bei 24- bzw. 48stiindiger Einwirkung der Loésungen. Allerdings ist 
der Verlauf der Linien nur bei zwei Objekten, und zwar bei Stauwrastrum 
Brebissonit und Desmidium Swartzii, in allen drei Tabellen vdéllig iiberein- 
stimmend. Hier auBert sich die Giftwirkung in der I. Versuchsreihe gleich 
der der III. Versuchsreihe, und die Resistenzgrenze erscheint bei der II. Rei- 
he gegeniiber denen der beiden anderen Reihen um eine Konzentrations- 
stufe tiefer bzw. um-eine Beobachtungszeit friiher. Den gleichen Verlauf 
der Grenzlinie ergibt 24stiindige Behandlung bei der Mehrzahl der unter- 
suchten Objekte. Auf die iibrigen wirkt Systox nach dieser Einwirkungs- 
dauer zu gleichen Teilen in der I. oder in der III. Versuchsreihe giftiger. 
Bei Hyalotheca dissiliens liegen die Grenzen von allen Versuchsreihen in 
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einer Ebene. Bei dem weiteren Verweilen von 24 Stunden in der Giftlésung 
weisen bei der Mehrzahl der Objekte die Werte der III. Versuchsreihe eine 
stirkere Verschiebung auf als die der ersten. Wahrend die Resistenz nach 
24 Stunden bei nachheriger und vorheriger Plasmolyse ziemlich gleich zu 
werten war, erweist sich Systox bei der letzteren nach 48 Stunden meist in 
verschiedenem Grade schidigender. Da diese Versuche auf dem Objekt- 
triger durchgefiihrt wurden, kénnte die ungleiche und auffallende Ver- 
schiebung der Werte auf verschieden starker Konzentrationsainderung in- 
folge der langen Versuchsdauer beruhen. Bei gleichzeitiger Plasmolyse 
sind die Grenzwerte fiir viele Arten schon nach 24 Stunden erreicht. Bei 
stirker empfindlichen Arten, wie T’etmemorus granulatus, Netrium digitus, 
Euastrum affine oder Cosmarium pyramidatum ist der Nekroseverlauf bei 
der I. Versuchsreihe ebenfalls bereits nach 24stiindiger Einwirkung abge- 
schlossen. Da niedrigere Konzentrationen als 0,01°% bei diesen Versuchen 
nicht zur Verwendung kamen, laBt sich dies bei III. und auch bei IT. nicht 
mit gleicher Sicherheit feststellen. AuBer dieser Gruppe der empfindlichen 
Arten lassen sich auch einige besonders resistente Arten zu einer Gruppe 
zusammenfassen. Die hohe Resistenz gilt sowohl hinsichtlich des Eintrittes 
der Giftwirkung und der Breite des Absterbebereiches als auch hinsichtlich 
der Lage der Resistenzgrenze. Als besonders resistent erwies sich bei allen 
Versuchen Micrasterias denticulata; die Giftwirkung setzte sehr spat ein, 
der Absterbebereich ist sehr groB, bei Behandlung mit 0,1% konnte man 
auch nach 48 Stunden bei I. und III. noch lebende Individuen beobachten, 
auBerdem liegt die Resistenzgrenze bei allen Versuchsreihen sehr hoch. 
Neben Micrasterias denticulata zihlen zu dieser Gruppe Staurastrum Bre- 
bissonii, Staurastrum Dickiei, Desmidium Swartzii und Pleurotaenium trun- 
catum. 

Bei vergleichender Betrachtung der Absterbelinien bei den einzelnen 
Versuchsreihen nach 24 und nach 48 Stunden laBt sich bei allen Versuchs- 
reihen eine Abnahme des Absterbebereiches von einer Konzentrations- 
stufe feststellen. Wahrend er bei I. und II. nach 24stiindiger Behandlung 
iiber zwei Konzentrationsstufen reicht, liegen die Grenzen nach 48 Stunden 
vor oder hinter 0,05% bzw. 0,01%. Dabei ist das zahlenmaBige Verhialtnis 
bei der I. Versuchsreihe von den Objekten mit einer Resistenzgruppe bei 
0,05% zu denen mit einer Resistenzgrenze bei 0,01°% ziemlich gleich. Bei 
der II. Versuchsreihe bildet fiir die meisten der untersuchten Arten die Kon- 
zentration 0,01°% die Resistenzgrenze. Sehr bunt sind die Resistenzreihen 
bei ITI. sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden und schlieBen daher einen 
breiten Absterbebereich ein. 


Erklarung der in den Tabellen angefiihrten Zeichen: 


+ =alle Zellen aller beobachteten Objekte sind tot. 
(+) = der tiberwiegende Teil der Zellen ist tot. 
+1 = ein Teil der untersuchten Schnitte ist lebend, der andere ist tot oder die Schnitte 
weisen zum Teil lebende, zum Teil tote Zellen auf. 
(1) der iiberwiegende Teil der Zellen ist lebend. 
] = lle beobachteten Zellen sind lebend. 
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= 
0,1 0,05 0,01 


1 


a. 
0,1 0,05 0,01 


» EEE. 
1 0,1 0,05 





Nach 24 Stunden 


Micrasterias truncata 


Micrasterias pinnatifida 


Micrasterias denticulata 


Micrasterias 
Thomasiana 


Pleurotaenium rectum . 


Pleurotaenium 
truncatum . 


Pleurotaenium 
Ehrenbergii 


Staurastrum Brebissonii 
Staurastrum Dickfei . 
Euastrum ansatum . 
Euastrum didelta . 


Euastrum affine 


Nach 48 Stunden 


Micrasterias truncata 


Micrasterias pinnatifida 


Micrasterias denticulata + 


Micrasterias 
Thomasiana 


Pleurotaenium rectum . 


Pleurotaenium 
truncatum . 


Pleurotaenium 
Ehrenbergii 


Staurastrum Brebissonii - 


Staurastrum Dickiei 
Euastrum ansatum . 
Euastrum didelta . 


Euastrum affine 
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Versuchsreihe : 


is II. 
Systox %: 0,1 0,050,01 1 0,1 0,05 0,01 1 0,1 0,05 0,01 





Nach 24 Stunden 


Cosmarium 
pyramidatum . 


Xanthidium armatum . 








Closterium 
didymotocum 














Tetmemorus granulatus 


Netrium digitus . 











Desmidium Swartzii . 











Gymnozyga Brebissonii. 


Hyalotheca dissiliens 





Nach 48 Stunden 
Cosmarium 
pyramidatum . 


Xanthidium armatum . 


Closterium 
didymotocum 











Tetmemorus granulatus 


Netrium digitus . 








Desmidium Swartzii . 








Gymnozyga Brebissonii 


Hyalotheca dissiliens 





2. Nekrose 


In 1%igem Systox waren die Nekrosebilder der einzelnen Arten sehr 
charakteristisch. Der Nekroseverlauf ging sehr schnell vor sich. 

Im folgenden seien Nekroseverlauf und Absterbebilder einiger Desmidia- 
ceen beschrieben: 

Micrasterias truncata in 1%igem Systox: 

Schon nach 5 Minuten waren die Chromatophoren allgemein deutlich 
kontrahiert, die Rander waren zunachst noch glatt und abgerundet (Eibl 

4)* 
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1939, 1941). In den nachsten 5 Minuten schritt die Kontraktion noch weiter 
vor; neben Kontraktion an den AuBenlinien war eine solche auch am Isth- 
mus in Form starker Einbuchtungen zu beobachten, wobei es zu einer Tren- 
nung der beiden Chromatophorenhialften kam. Die Vakuolen im Plasma 
traten deutlich hervor und bewirkten ein Modellieren der Chromatophoren- 
substanz, an deren Oberflache kleine Entmischungstrépfchen in Erscheinung 
traten. Nach einer Einwirkungsdauer von 30 Minuten waren die meisten 
Individuen deutlich sichtbar nekrotisch; das Plasma hatte sich von der 
Wand abgehoben und war koaguliert. Es lag als eine verschieden breite 
Hiille um die Chromatophoren. Die Chromatophorensubstanz war bei den 
meisten Individuen stark zerfurcht mit vollstindig zerteilten Riandern, so 
daB die Grenze zwischen koaguliertem Plasma und Plastidensubstanz ver- 
schwommen war. Runde, hellere Stellen in der nekrotischen Chromato- 
phorensubstanz deuten wahrscheinlich die urspriingliche Lage der Vakuolen 
an. Uber die ganze Oberfliche waren neben Granula kleine Entmischungs- 
trépfchen deutlich sichtbar. Postmortal trat eine Verfarbung ins Braun- 
liche ein. 

Netrium digitus in 1%igem Systox: 

Sogleich setzte Kontraktion des Chromatophors ein, und zwar zuerst an 
den Polen, dann auch an den Seitenwinden. Diese schritt langsam, aber 
stetig vor. Nach 5 Minuten zeigten sich an der Oberfliche der Plastiden 
winzige Entmischungen und Granula in groBer Zahl, so da nach weiteren 
5 Minuten das Aussehen der Zellen deutlich nekrotisch war. Bei einigen 
Individuen traten an den Seiten und Polen Vakuolen im Koagulat auf, wel- 
che mit Plasmablaischen besetzt waren. Kurz darauf war auch die scharfe 
Linie des Tonoplasten in Blaschen aufgelést und der Zellsaft exosmiert. 
Die urspriingliche Lage dieser Vakuolen bleibt im erstarrten Protoplasten 
angedeutet. 

Bei den niederen Konz. wies der Nekroseverlauf, abgesehen von zeit- 
lichen Differenzen, keine wesentlichen Unterschiede bei den einzelnen 
Arten auf. 

Sehr haufig traten folgende Absterbebilder auf: 

Kontraktion: Eine geringe Kontraktion der Plastiden, wie geringes Ab- 
heben, Einziehen der Lappen und Fortsatze sowie Abrundung bzw. Ver- 
kleinerung der Rippen, konnte man bei den meisten Arten als erste Veriin- 
derungen feststellen. Stirkere Plastidenkontraktion fiihrte meist zu einer 
Trennung der beiden Chromatophorenhalften infolge starker Einbuchtung 
am Isthmus (Eibl 1941). Das Abheben des Protoplasten von der Membran 
war nur in bereits sichtbar nekrotischen Zellen zu beobachten und trat nicht 
allgemein in Erscheinung. 


Koagulation: Systox wirkt auch in den niederen Konz. fallend und 
verfestigend. Dies zeigte sich in dem haufigen Auftreten von K6érnchen und 
Granula, sowohl in den Plastiden als auch im Plasma, und in dem Verlust 
der Abrundungsfahigkeit bei Behandlung mit Plasmolytikum. K6érnchen 
sowie Granula waren zum Teil gleichmaBig tiber die Oberflaiche verteilt, in 
anderen Fallen in Hiiufchen oder netzf6rmig an der Oberfliche angeordnet. 
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Entmischungen: Bei den meisten Arten traten an der Oberflaiche der 
Plastiden kleine, grin gefirbte Entmischungstrépfchen auf. Besonders 
deutlich waren sie an den Plastidenrindern erkennbar. AuBerdem lagen 
von den Plastiden abgeléste Trépfchen im Plasma. 


Vakuolisation: Bei einigen Arten, und zwar Micrasterias truncata, 
Closterium libellula, Closterium didymotocum, traten die Vakuolen im Plasma 
in vermehrter Anzahl sehr deutlich in Erscheinung. Damit war ein Modellie- 
ren der Plastidenform verbunden. Auch das Aussehen der Plastiden lieB 
in vielen Fallen auf verschieden starke Wasseraufnahme schlieBen. Die 
Plastidenoberfliche war auffallend glatt oder die Plastidensubstanz wies 
schaumiges, traubiges bis tropfiges Aussehen auf. GroBe Vakuolen traten 
in den Plastiden nicht auf. 

Bei der mit Traubenzucker kombinierten 1°%igen Systoxlésung trat auch 
bei sehr empfindlichen Arten zuerst Plasmolyse ein. Kurz danach kam es 
ruckartig zu einer Deplasmolyse. Dabei ergoB sich der plasmatische Inhalt 
entweder nach allen Seiten gleichmaBig oder in den einzelnen Lappen bzw. 
Zellhalften verschieden schnell in den freien Zellraum; in diesem Falle 
setzte die Deplasmolyse in den beiden Hialften nicht zur gleichen Zeit 
ein. Die Endbilder zeigten bei den meisten Arten den Zellraum zum iiber- 
wiegenden Teil mit plasmatischer Substanz ausgefillt. Nur bei Micrasterias 
denticulata konnten einige Individuen mit erstarrter Plasmolyseform beob- 
achtet werden, da also héchstens eine geringe Riickdehnung des Proto- 
plasten erfolgt war. 


Netrium digitus in 1%igem Systox + 0,8 mol Traubenzucker: 


Kurz nachdem der Protoplast deutlich abgerundet und plasmolysiert war, 
riB an einer oder an beiden Lingsseiten des Protoplasten der Plasmaschlauch, 
und der Protoplast begann sich langsam zuriickzudehnen. Bei der Riick- 
dehnung erfolgte bei einigen Individuen eine seitliche Eindellung, die im 
weiteren Verlauf wieder ausgeglichen wurde, wobei der Protoplast nach- 
triglich eine Verkleinerung erfuhr. Vereinzelt traten an den Enden des 
riickgedehnten Protoplasten Vakuolen gering zum Vorschein; kurz darauf 
exosmierte der Zellsaft. Nach erfolgter Deplasmolyse zeigte der Chromato- 
phor in Form und Farbe noch sein normales Aussehen, nur war er an den 
Langsseiten zuriickgezogen und mit einer Hiille von meist hyalin aussehen- 
dem Plasma umgeben. Ein bis zwei Stunden spater zeigen die Wirkungs- 
bilder auffallende, zum Teil iiber die ganze Oberfliche, zum Teil nur um 
die Lingsachse des Chloroplasten angeordnete gréBere und kleinere Ent- 
mischungstropfen, die besonders an den seitlichen Konturen deutlich her- 
vortreten und die gelblichgrine Farbe der Chromatophoren aufweisen. 
Noch einige Stunden spater ist der Chromatophor ausgeblaBt. Ganz ver- 
streut liegen im Koagulat kleine, dunkelbraun gefarbte, zusammengesetzte 
Entmischungen. 

Bei 0,1°% vollzieht sich der DeplasmolyseprozeB viel langsamer, wie aus 
den Nekrosebildern nach den verschiedenen Einwirkungszeiten zu ersehen 
war. Die ersten sichtbaren Zeichen einer Nekrose, die bei den einzelnen Ar- 
ten nach verschieden langer Einwirkungszeit auftraten, war meist ein stel- 
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lenweise oder ganz aufgeléster Plasmaschlauch um den Chromatophor, der 
die Form einer etwas aufgelockerten Plasmolyse zeigte, also abgerundet und 
in hohem MaBe kontrahiert war. Auch hier traten hiufig Entmischungen der 
Chromatophorensubstanz auf. Spatere Bilder zeigen mit Ausnahme einiger 
Arten, besonders Micrasterias denticulata, den Zellraum stirker mit dem 
Koagulat ausgefiillt ; die zerteilte und entmischte Chromatophorensubstanz 
liegt in der Mitte des Zellraums, die Umrisse sind aufgelést oder durch Ent- 
mischungen geformt oder, wie z. B. bei Closterium lunula, zipfelf6rmig aus- 
gezogen. Um die Chromatophorensubstanz liegt eine Hiille zerstérten Plas- 
mas, welches meist gelatinés ist. 

Bei den Versuchen mit 0,05% und 0,01% war haufig neben intakten 
Plasmolyseformen ein vollstandiger Riickgang der Plasmolyse zu beobach- 
ten. Die Wirkungsbilder unterschieden sich im tibrigen nicht von denen, 
welche bei den Versuchen mit 0,1% bzw. 1% auftraten. 

Kein wesentlicher Unterschied war in den Nekrosebildern bei ,,gleich- 
zeitiger‘‘ und ,,vorheriger Plasmolyse“‘ zu beobachten. Wahrend bei der 
ersten Versuchsreihe Granulation vorherrschte und Entmischungen nur in 
Form von winzigen Trépfchen auftraten, fielen an den Nekrosebildern der 
beiden anderen Versuchsreihen besonders deutliche und groBe Entmischun- 
gen auf und das Plasma war meist gallertartig. 

Bei anderen Algengruppen traten in der zweiten Versuchsreihe ebenfalls 
deutliche Entmischungen auf, die besonders auffallend bei den Diatomeen 
waren. Daneben bewirkte eine Systoxbehandlung bei dieser Gruppe Ver- 
farbung der Chromatophoren ins Griinliche. 

Auch bei den Blaualgen konnten Entmischungen beobachtet werden, 
die an der Oberflaiche des Chromoplasmas lagen, aber deren Umrisse nicht 
veranderten. 


II. Versuche an Moosen 
1. Resistenz 


Der gréBte Teil des Materials dieser Versuche wurde 1952 von Ho6fler in 
Golling gesammelt. Im Institut wurde es in geschlossenen Glasdosen in den 
Nordfenstern kiihl aufbewahrt und stets feucht gehalten. Die Temperatur 
der Lésungen schwankte wahrend der Versuche zwischen 20° C und 22° C. 

Wegen des hohen Resistenzverhaltens einiger Arten muBte die Kon- 
zentration bis auf 1% erhdht werden, die jedoch von keinem der unter- 
suchten Objekte ohne deutlich sichtbare Schidigung vertragen wurde. 
Die Behandlung mit 0,5°% konnte nur Rhodobryum roseum, das sich von 
allen untersuchten Arten am resistentesten gegen Systox herausstellte, ver- 
tragen. Dabei blieben einige Blattchen vollkommen intakt, andere wiesen 
vereinzelte Zellen mit nekrotischem Aussehen auf. Es ist noch zu erwih- 
nen, daB die Priifung auf Plasmolysierbarkeit keine Schwierigkeiten ver- 
ursachte, wahrend die Zellen unbehandelter Blattchen wegen der derben 
Kutikula nur schwer zu plasmolysieren sind. Es bleibt jedoch die Frage 
offen, ob der raschere Plasmolyseeintritt auf Erhéhung der Wasserpermea- 
bilitaét beruht oder ob die Zellmembran fiir das Plasmolytikum gangbarer 
geworden ist. Auch die Versuchsergebnisse von Madotheca platyphylla 
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deuten auf eine hohe Resistenz. Die meisten der Blattchen aus 0,5% zeigten 
stellenweise noch plasmolysierbare Zellen. Fiir die meisten der untersuchten 
Moosarten lag die Lebensgrenze bei 0,1%. Nur einige Arten wiesen eine hé- 


here Empfindlichkeit auf. Von den Laubmoosen zeigten alle Blattchen von 


Systoxresistenz 
Einwirkungszeit 48 Stunden, Temperatur 20° C—22° C. 
Versuchspflanze Standort Systox % 
1 0,5 0,1 0,05 0,01 





Laubmoose: 

Leucobryaceae : 

Leucobryum glaucum. . . . Univ., Glashaus 
Bryaceae: 

Rhodobryum roseum . . . . Golling, Irrgarten 
Mniaceae : 

Mnium rostratum. . . . . . Golling, Wassergraben 


Mnium punctatum .. . . . Golling, Irrgarten 








Mnium undulatum .. . . . Golling, Irrgarten 
Hookeriaceae : 


Hookeria lucens. . . . . . . Golling 








Plagiotheciaceae : 

Plagiothecium denticulatum . Golling, Irrgarten 
Lebermoose: 

Marchantiales : 


Marchantia polymorpha . . . Univ., Glashaus 





Fegatellaconica ..... . Univ., Glashaus 
Jungermaniales : 

Metzgeria conjugata .. . . Golling, Irrgarten 
Bazzania trilobata .. . . . Golling, Wassergraben 
Plagiochila asplenioides . . . Golling, Irrgarten 
Pedinophyllum interruptum . Golling, Irrgarten 
Lophozia Miilleri . . . . . . Golling, Irrgarten 
Scapania aspera .... . . Golling 


Trichocolea tomentella . . . Golling, Irrgarten | cal 





Calypogeia trichomanis . . . Golling 7 + 


Madotheca platyphylla . . . Golling + (4) 7 @ 


Hookeria lucens nach Einwirkung der Konz. 0,1°%% einen Anteil von deutlich 
sichtbar nekrotischen Zellen, die nicht mehr plasmolysierbar waren. Bei 
Mnium undulatum waren einige Blattchen ganz getdtet, andere voll- 
kommen ungeschadigt. Auch bei Mnium punctatum gab es bei 0,1% neben 
vollkommen ungeschidigten Blattchen doch einige, die vereinzelt nekroti- 
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sche Zellen aufwiesen. Die Behandlung mit 0,05°% wurde jedoch auch von 
diesen Arten gut vertragen. Arten von noch héherer Empfindlichkeit 
wurden bei den untersuchten Laubmoosen nicht beobachtet, wohl aber bei 
den Lebermoosen. So zeigte neben Metzgeria conjugata, Calypogeia Tricho- 
manis und Lophozia Milleri ee hohe Empfindlichkeit. An einigen Blatt- 
chen dieser Arten aus der Konz. 0,05°% waren eindeutig nekrotische Zell- 
inhalte zu beobachten. Bei Einwirkung von 0,01%igen Lésungen zeigten 
sich auch hier keinerlei Zellschaidigungen. 


2. Nekrosestudien 


Kin charakteristisches Erscheinungsbild, das die Systoxeinwirkung auf 
die Einschliisse der Leber- 
moose hervorrief, war eine 
Veriinderung der Olkérper 
(Miller 1939). Nach H6f- 
ler (1942) ist ihr Vorhan- 
densein oder Fehlen ein 
Kriterium fiir den Lebens- 
zustand der Zellen. 

Bei allen untersuchten 

Lebermoosarten war nach 

Einwirkung von Systox 

eine Abrundung der Olkér- 

per zu sehen. Dabei fiihrte 

die Steigerung der Konzen- 

trationen zu immer star- 

kerer Auspragung dieser 

morphologischen Verande- 

rung. Wahrend die Zellen 

aus 0,01°% vor allem noch 

solche Olkérperformen auf- 

wiesen, die sich von denen 

unbehandelter Zellen héch- 

stens durch leichte Abrun- 

Abb. 1. Rhodobryum roseum, 1% Systox, 48 Stunden. dung und durch stirkere 
Der Protoplast ist von der Wand abgehoben. Die Lichtbrechung unterschie- 
Plastiden sind entfarbt, aufsitzend sieht man groBe den, warenin 0,1 % nur ganz 
gelbliche Myelinfiguren. abgekugelte Olk6rper zu 
beobachten, die bei einigen 

Arten eine im Vergleich zu der urspriinglichen vereinfachte, oftmals iiber- 
haupt keine Struktur aufwiesen. Bei den Objekten aus 0,5% waren die Ol- 
kérper mit Ausnahme von Bazzania trilobata und Plagiochila asplenioides 
vollig verschwunden. Bei Bazzania waren in einem Teil ihrer nekrotischen 
Zellen noch Olkérper in Kugelform zu sehen, bei Plagiochila dagegen 
konnte man deutlich zersetzte Olkérper beobachten, und zwar dunkle 
Trépfchen, die in lockerem Zusammenhang in Haufchen angeordnet im 
Inneren der Zelle liegen. Nach Behandlung mit 1°,igem Systox waren auch 
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bei diesen beiden Objekten die Olkérper giinzlich verschwunden. Bei Scapa- 
nia aspera traten in den abgetéteten Protoplasten braunviolette Tropfen 
auf, die als chemische Umsetzungsprodukte der Olkérper angesehen wer- 
den kénnen. 

Entmischungskugeln des Zellsaftes und auch Entmischungen innerhalb 
der Chloroplasten wurden am auffalligsten in stark nekrotischen Zellen 
von Rhodobryum roseum beobachtet (Abb. 1). Weniger auffallig trat diese 
Erscheinung bei Bazzania trilobata und Mnium undulatum auf, und zwar 
gilt das fiir die Zellen der Blattchen aus den 1%igen, bei Bazzania auch 
0,5%igen Losungen. 

Von weiteren Verainderungen der Chloroplasten konnten Agglutinationen 
in verschiedenem Ausma am haufigsten beobachtet werden. Daneben tra- 
ten Quellungen durch Wasseraufnahme, VergroBerung und Abrundung der 
Plastiden auf. Bei einigen Arten kam es zu einer lipoiden Entmischung nach 
Behandlung mit > 0,1°% (Abb. 2). 


Abb. 2. Mnium punctatum, 1% Systox, 48 Stunden. Lipophanerose der Plastiden. 


Im folgenden seien einige fiir die Moose charakteristische Absterbebilder, die sich 
nach 48stiindiger Systoxeinwirkung einstellten, beschrieben. 


Rhodobryum roseum: 

1%. Der Protoplast ist abgestorben. Er ist gelatinds und von der Wand leicht ab- 
gehoben. Aus den entfarbten Plastiden ist die lipoide Phase herausgelést. Thre Form 
ist jedoch noch deutlich erkennbar. Das Auffallendste an diesem Bild sind groBe, gelb- 
lichgriin gefarbte, stark lichtbrechende Myelinkugeln (Abb. 1). 

Scapania aspera: 

0,5%. Der geschadigte Protoplast liegt der Zellmembran ganz an. Die Plastiden, 
die entweder am Rand gelagert oder flachig verteilt sind, lassen zum Teil noch ihre ur- 
spriingliche Form erkennen. Im Innern der Zellen liegen mehrere kleine, braunviolette, 
kugelige Trépfchen, die auf Grund ihrer Farbung auf Uberreste der Olkérper schlieBen 
lassen. 

Calypogeia trichomanis: 

0,5%. Der Protoplast ist geschrumpft. Aus der Lagerung der erstarrten und mehr 

oder weniger verklebten Plastidenmasse kann man erkennen, daB sich die Giftwirkung 
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zuerst an der Oberfliche auBerte und der Absterbevorgang von auBen nach innen 
erfolgte. Der Zellsaft ist erst nach Erstarrung der Plastiden exosmiert, so daB die 
flichig angeordneten Chloroplastengruppen um eine unsichtbare Vakuole gelagert er- 
scheinen. Die Plastiden sind braunlichgriin bis hellgelb verfarbt. Die Olkérper sind 
ganzlich verschwunden. 


Mnium punctatum: 


1%. Der Protoplast ist nicht geschrumpft, sondern liegt der Zellwand an und zeigt 
auBerdem keine Struktur. An den schwach agglutinierten Plastiden tritt deutlich Lipo- 
phanerose in Erscheinung; die Lipoide, die in den Plastiden gebunden waren, sind aus 
der lipoiden Phase ausgetreten und sitzen als gefarbte Trépfchen an ihrer Oberfliiche 
(Abb. 2). 

0,5%. Hier ist die Erscheinung der lipoiden Entmischung noch nicht so weit vor- 
geschritten; an der Oberflaiche der Plastiden erscheinen winzige Trépfchen, die aus 
ihnen noch nicht herausgetreten sind und daher deren Umrisse nicht verandern. 

0,1%. Die Bilder zeigen die Plastiden etwas vergré8ert, abgerundet und gegen- 
seitig modelliert. Mehrere Teilvakuolen im Plasma bestimmen ihre Lage. 
Trichocolea tomentella: 

0,5%. Die Olkérper sind verschwunden. Die Plastidenoberfliche ist mit einer 
gréBeren Anzahl winziger Trépfchen iibersét, beginnende lipoide Entmischung. 

1%. Die ganze Zelle ist mit Granula und kleinen, griinlichen Entmischungskugeln 
ausgefiillt. 

Metzgeria conjugata: 

0,1%. Die Chromatophoren treten deutlicher hervor als bei den unbehandelten 
Blattchen und zeigen geringe Agglutination. 

0,5%. Die Plastiden haben sich abgerundet, ihre Oberfliche ist mit kleinen Ent- 
mischungstrépfchen tibersat. 

1%. Die Objekte bieten das gleiche Bild wie Trichocolea tomentella; im ganzen 
Zellraum liegen unregelmaBig verteilt Granula und gelblichgriine, winzige Entmi- 
schungskorper. 

Mnium rostratum: 

Hier fiihrt die Steigerung der Konzentration zu keiner auffallenden Veranderung 
der Absterbebilder. 

0,1%. Die Plastiden sind vergr6Bert und gering agglutiniert, die Farbe ist gelblich- 
grun. 

1%. Die Plastiden sind verkleinert und zeigen keine abgerundeten Formen. Ent- 
mischungen konnten hier keine beobachtet werden. 


Mnium undulatum: 

0,1%. In vielen Zellen liegt eine verkleinerte Vakuole mit scharfer Abgrenzung im 
Zellraum. Sie ist von vergréBerten, abgerundeten, hellgriin gefirbten Plastiden um- 
geben, die geringfiigig miteinander verklebt sind. 

1%. Im erstarrten Protoplasten liegen verstreut griine Entmischungstropfen. 
Hookeria lucens: 


0,1%. Die Chromatophoren sind miteinander verklebt und zu Haufen oder Ketten 
gelagert. Im Plasma sind mehrere Vakuolen mit zarter Wandung zu erkennen. 


Die Veranderungen, die die Olkérper der Lebermoose bei den Versuchen 
mit verschiedenen Konzentrationen erfuhren, lassen sich an Blattchen von 
Bazzania trilobata besonders anschaulich darstellen. 
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Die Olkérper unbehandelter Blattchen erscheinen als langliche, zusam- 
mengesetzte Gebilde (Abb. 3). Schon an den Objekten in 0,01% Systox 


Abb. 3. Bazzania trilobata, unbehandelt. Abb. 4. Bazzania trilobata, 0,05% Systox, 
Lingliche, zusammengesetzte Olkérper. 


48 Stunden. Die Olk6rper sind abgerundet. 


lassen sich die ersten Veranderungen an den Olkérpern erkennen, die bei 
0,05°, ganz deutlich und augenscheinlich sind und alle Zellen betreffen. In 


iaieees 


7” i 


Abb. 5. Bazzania trilobata, 0,5% Systox, 48 Stunden. ,,Rahmennekrose“, Plastiden- 
ring grin, Myelintropfen, vereinzelt abgekugelte Olkérper 


den Schidigungsbildern sind die Chromatophoren geringfiigig vergréBert 
und zeigen Randstellung (Kranznekrose nach Héfler 1947). Im Innern des 
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Zellraumes liegen helle, stark lichtbrechende, groBe elliptische oder kleinere 
kugelférmige Olkérper. Eine Struktur ist an ihnen nicht mehr zu erkennen 
(Abb. 4). Die Hiufigkeit, mit der gewisse Olkérperformen in den Nekrose- 
bildern der Konz. 0,01°%, 0,05% und 0,1°% in Erscheinung treten, laBt darauf 
schlieBen, daB sie sich zuerst zu zylindrischen Formen abrunden und ver- 
gréBern und sich erst spater allmahlich abkugeln und verkleinern. Die Abb. 5 
zeigt Bazzania trilobata in 0,5°%, Sistox. Der Protoplast ist geschrumpft, die 
noch deutlich griin gefiirbten Plastiden sind verklebt und zu einem Ring 
zusammengeschlossen (Rahmennekrose nach Héfler). Auf dem Plastiden- 
ring sind Myelintropfen zu sehen und im farblosen Zellsaftraum liegen ver- 
einzelt einige abgekugelte Olkérper. Die Zellmembran ist gequollen. An 
anderen Blaittchen aus der gleichen Konzentration konnte man hiaufig 
Nekrosebilder beobachten, in denen der Plastidenring gequollen war. Auch 
hier sieht man neben abgekugelten Olkérpern gelbgriin gefirbte Myelin- 
kugeln, die zum Teil auf dem geschrumpften Protoplasten auBen aufsitzen. 


Ill. Versuche an Farnen 
1. Systoxresistenz 


Je nach Eignung der ausgewahlten Objekte kamen Schnitte der Blatt- 
fliche oder des Wedelstiels zur Verwendung. Die Temperatur schwankte 
wihrend der Versuche zwischen 18°C und 20°C. 

Die Versuchsergebnisse deuten auf eine Lebensgrenze bei 0,05°%. Wiah- 
rend alle Zellen der Schnitte von Pteris cretica dieser Konzentration stand- 
hielten und ihr normales Aussehen bewahrten, waren bei den beiden ande- 
ren untersuchten Arten stellenweise Nekrosestadien zu beobachten. Bei 
0,1°% war der NekroseprozeB schon allgemein weit vorgeschritten. Keiner 
der Schnitte war frei von geschadigten Stellen, sie nahmen meist einen groBen 
Teil der Schnittflaiche ein. Bei Aspidium falcatum waren sogar einige Schnitte 
totalgeschadigt. 

Da aus der Praxis erfahrungsgemaB die Farnpflanzen als sehr systox- 
empfindlich bekannt sind, mag die Lebensgrenze von 0,05% gegeniiber den 
Bliitenpflanzen mit einer durchschnittlichen Lebensgrenze von 0,01%% rela- 
tiv hoch erscheinen. Die Ursache liegt wohl zum Teil in der niederen Tem- 
peratur, bei der sich der EinwirkungsprozeB vollzog. 


Objekt Untersuchtes Gewebe % Systox 
0,5 0,1 0,05 0,01 0,005 0,001 





Pteris cretica Wedelst.-Ep. + (1) 
Nephrolepis exaltata . . . .Wedelst.-Ep. t+ +1 ] l 
Aspidium faleatum BI.-F1.-Obs. + {+3 90) 1 


2. Nekrosestudien 


An Schnitten von Aspidiuwm falcatum und Nephrolepis exaltata konnte 
man nach Behandlung mit 0,5% und 0,1% in fast allen Epidermiszellen 
einen feinen, aber deutlichen Niederschlag beobachten. In 0,05%, das die 
Resistenzgrenze darstellt, trat diese Erscheinung weniger auffallig zutage 
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und auBerdem war nur ein geringer Prozentsatz der Zellen davon betroffen. 
Ganz vereinzelt zeigte sich diese Verinderung auch an den Schnitten aus 
niederen Konzentrationen. 

Kine groBe Anzahl der Zellen von Pteris cretica wies ebenfalls Trépfchen 
auf, und zwar konnten Niederschlagshorizonte an den Schnitten aus der 
Konz. 0,1% beobachtet werden. 0,05°% und 0,005% bewirkten in einigen 
Zellen geringfiigige ,,Dendritenbildungen‘‘. Nach Behandlung mit 0,5% 
waren in mehreren SchlieBzellen in der zerstérten Plastidensubstanz groBe, 
griin gefirbte Myelinkugeln aufgetreten. 

Bei Versuchen an Selaginella-Blattchen mit 0,5%, 0,1% und 0,05% 
wurden in allen drei Konzentrationsstufen farblose K6érper sichtbar, die 
sich nach Behandlung mit Jod-Jodkalium als Stiirkekérnchen erwiesen. 
Systox forderte in verstarktem MaB die Bildung von Starkekérnern, die 
aufgequollen und vergréBert erschienen. 


IV. Versuche an Bliitenpflanzen 


1. Systoxresistenz 


Der erste Teil der Versuche wurde im Januar/Februar 1953 an Kultur- 
pflanzen aus dem Gewichshaus des Instituts durchgefiihrt. Die Tempera- 
tur betrug 20°C bis 22°C. 

Es folgten weitere Versuche an Freilandpflanzen, die Riicker in dem 
Versuchsgarten im Augarten oder in der Umgebung von Wien gesammelt 
hatte. Die Temperatur schwankte zwischen 18°C und 22°C. 

Es wurden Epidermisschnitte, meistens des Stengels oder Blattstiels, 
seltener von der Blattflache, 48 Stunden der Einwirkung von Systox aus- 
gesetzt. 

Dikotyle Pflanzen. Die Ergebnisse weisen bei dieser Pflanzengruppe 
eine Resistenzspanne von 0,05°% bis 0,005% auf. Fiir die Mehrzahl der un- 
tersuchten Arten lag die Lebensgrenze bei 0,01%. Als besonders resistent 
ist Vicia cracca mit einer Lebensgrenze von 0,05% zu nennen. Daneben 
zeigte auch Galium aparine erhdhte Resistenz, allerdings in geringerem Aus- 
ma. Die lebenden Anteile, die bei beiden Arten alle Schnitte aus 0,05°% 
aufwiesen, blieben in ihrem AusmaB bei Galiwm aparine im Gegensatz zu 
Vicia cracca hinter den abgetéteten weit zuriick, so daB fiir dieses Objekt 
als Lebensgrenze 0,01% angesehen werden muB. Viola mirabilis dagegen 
zeigte eine sehr hohe Empfindlichkeit. Alle in die drei niedrigsten Konzen- 
trationen eingelegten Epidermisschnitte wiesen Zellen mit eindeutig fest- 
stellbarer Nekrose auf, wobei das AusmaB der toten Zellen mit sinkender 
Konzentration abnahm. Die iibrigen Arten aus dieser Gruppe konnten die 
Behandlung mit 0,001% ohne Schadigung ertragen. Jedoch rief die Systox- 
einwirkung von 0,01°% und auch 0,005°% bei mehreren dikotylen Objekten 
deutliche Schadigungen hervor. 

Wir méchten den Schadigungsgrad, soweit er nicht klar aus den Tabellen 
zu ersehen ist, bei den einzelnen Objekten naher beleuchten. Bei Centawrea 
mollis, Urtica urens, Solanum tuberosum, Capsella Bursa Pastoris und Senecio 
vulgaris sind nur einige Zellen nach Einwirkung von 0,01% von einer Gift- 
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wirkung betroffen. Das Verhaltnis der Anzahl der geschadigten zu der der 
ungeschidigten Protoplasten ist bei den Objekten ziemlich gleich, steigt 
jedoch in geringem Maf in der angefiihrten Reihenfolge. Dagegen sind 
bei Dipterocanthus squarosus, Sinapis alba und Solanum lycopersicum alle 
in diese Konzentration eingelegten Gewebeteile zum geringen Teil geschi- 
digt, nur die Schnitte von Urtica dioica weisen bei der gleichen Konzentra- 
tionsstufe einen gréBeren Schidigungsgrad auf. Hier konnten neben total- 
geschidigten Schnitten nur solche beobachtet werden, deren Zellen zum iiber- 
wiegenden Teil nekrotisch waren. Alle diese angefiihrten Objekte vertrugen 
jedoch die Behandlung mit der nachst tieferen Konzentrationsstufe, 0,005%, 
ohne ihr normales Aussehen einzubiiBen. 

Anders war dagegen das Verhalten von folgenden Arten. Chelidoniwm 
majus wies in 0,005% vereinzelt nekrotische Zellen auf. Aus 0,01% sind 
bei diesem Objekt einige Schnitte ganz, andere teilweise, und zwar oftmals 
nur gering, geschidigt. Zu den Resultaten der Versuche mit 0,005% ware 
zu bemerken, daB von Helianthemum canum einige Zellen gering geschadigt 
waren, wahrend von Impatiens Sultani alle Schnitte eine sehr tiefgreifende 
Schidigung aufwiesen. Pelargonium zonale zeigte hier neben Schnitten mit 
vollkommener auch solche mit teilweiser Schadigung. 

Monokotyle Pflanzen. Auch hier lag fiir die meisten Arten die Lebens- 
grenze bei 0,01°%. Trotzdem kann man nach eingehender Betrachtung die 
Monokotylen als resistenter gegeniiber den Dikotylen ansehen. Wiahrend 
von allen untersuchten Objekten bei den Monokotylen nur bei drei Arten 
die Lebensgrenze unter der durchschnittlichen lag, dafiir vier Arten ein 
hdheres Resistenzverhalten zeigten, herrschen bei den Dikotylen im Ver- 
haltnis zu den systoxnormalen Arten die empfindlicheren den resistenteren 
vor. Als besonders resistent muB Convallaria majalis hervorgehoben werden ; 
auch bei Einwirkung von 0,1% konnte man keinen der eingelegten Schnitte 
als gesamtgeschiadigt betrachten. Zwei weitere Arten aus der Gruppe der 
Liliaceen wiesen ebenfalls deutlich eine hohe Resistenz auf; sowohl bei 
Muscari racemosum als auch bei Veratrum nigrum war bei allen Schnitten 
nach 0,05°% Systoxbehandlung der groéBte Teil der Zellen ohne nekrotische 
Verainderungen und normal plasmolysierbar. Orchis incarnata hatte in 
0,05% vereinzelt gesunde Zellen. Eine héhere Empfindlichkeit zeigten 
vor allem Rhoeo discolor und Sesleria varia. Dazu tritt noch T'radescantia 
purpusi mit teilweise geschadigten Schnitten bei Einwirkung von 0,01%. 
Die gleiche Konzentrationsstufe bewirkte bei Avena sativa und Festuca 
glauca eine geringere Schadigung. 48stiindiges Verweilen in 0,005°% wurde 
von allen Arten dieser Gruppe gut vertragen. 

Zur Kontrolle wurden von den jeweils untersuchten Objekten Schnitte 
in destilliertes Wasser eingelegt. Nach 48 Stunden hatten die Zellen ihr nor- 
males Aussehen und Plasmolysierbarkeit nicht eingebiiBt. 

Von einigen Objekten wurden Epidermisschnitte von verschiedenen Pflan- 
zenteilen untersucht. Dabei konnten auffallende Resistenzunterschiede 
nur bei Peperomia magnolifolia festgestellt werden, die Epidermiszellen der 
Blattunterseite erwiesen sich um eine ganze Konzentrationsstufe resistenter 
als die der Stengel. 
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Aus den vorliegenden Beobachtungen laBt sich aussagen, daB weitgehend- 
ste Ubereinstimmung der Resultate von den Objekten innerhalb einer 
Familie nur bei klarer Normalempfindlichkeit, d. h. bei einer Resistenzgrenze 
von 0,01%, zutraf. Dies gilt fiir die Familie der Labiaten, Acanthaceen, 
Urticaceen, Solanaceen, Cruciferen und Compositen. Allerdings ist eine 
Charakterisierung des Resistenzverhaltens dieser Familien aus diesen Wer- 
ten nach der Anzahl der untersuchten Arten nur bei den Compositen und 
Cruciferen méglich. Daneben kann die Systoxempfindlichkeit im Hinblick 
jeweils auf die ganze Familie noch von Gramineen, Liliaceen und Commelina- 
ceen angegeben werden, obwohl keine vollkommene Ubereinstimmung der 
Resultate vorliegt. Die Gramineen und Commelinaceen weisen die haufigst 
beobachtete Resistenz auf, wihrend sich die Liliaceen um eine Konzentra- 
tionsstufe resistenter zeigten. 


Systoxresistenz ‘von Bliitenpflanzen. Einwirkung 48 Stunden. 


Versuchspflanze Untersuchtes Gewebe °% Systox 


0,1 0,05 0,01 0,005 0,001 





Dikotyle: 

Labiatae : 

Lamium pupureum. . . . .Stengelep. 
Lamium maculatum . . . .Stengelep. 
Coleushyb. . ... . . . .Stengelep. 
Rubiaceae : 

Galium aparine. . . . . . .Stengelep. 


Plantaginaceae : 


Plantago major ... . . .Bl.-Rippe 


Linaceae: 





Linum austriacum . . . . .Stengelep. 





Violaceae : 
Viola mirabilis . . . . . . .Stengelep. 
Papaveraceae : 


Chelidonium majus . . . . .Stengelep. 








Caryophyllaceae : 


Dianthus Lumnitzeri . . . .Bliitenschaftep. 








Papilionaceae : 


Vicia cracca . . . . . . . .Stengelep. 





Guttiferae: 


Helianthemum canum. . . .BI.-FI.-Obs. 
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Systoxresistenz von Bliitenpflanzen, Einwirkung 48 Stunden. 


Versuchspflanze Untersuchtes Gewebe % Systox 
0,5 0,1 0,05 0,01 0,005 0,001 





Balsaminaceae : 


Impatiens Sultani . . . . .Stengelep. 








Gessneraceae : 
Saint Paulia ionantha. . . .Stengelep. 


Saint Paulia ionantha. . . .BI.-FI.-Unts. 








Geraniaceae : 


Pelargonium zonale. . . . .Bl.-Stielep. 








Saxifragaceae : 

Saxifraga sarment. . . . . .Stengelep. 
Saxifraga sarment. . . . . .BI.-Fl.-Unts. 
Acanthaceae : 

Fittonia Verschaffelti . . . .Stengelep. 


Dipterocanthus squarosus . .Stengelep. 








Urticaceae : 





Urticadioica ... . . . .Stengelep. 





Urticaurens. . ... . . .Stengelep. 
Cruciferae : 

Capsella bursa pastoris . . .Stengelep. 
Raphanus Raphanistrum . .Stengelep. 
Raphanus sativus .. . . .Bl.-Stielep. 
Sinapisalba . ... . . . .Stengelep. 
Solanaceae : 


Solanum tuberosum . . . .Stengelep. 


Solanum lycopers. . . . . .Stengelep. 


Compositae : 
Senecio vulgaris . . . . . .Stengelep. 
Centaurea mollis . . . . . .Stengelep. 


irigeron glabellus . . . . .Stengelep. 








Oxalidaceae : 


Oxalis Ortgiesii . .. . . .Stengelep. 








Piperaceae : 





Peperomia magnolifolia . . .Stengelep. 


Peperomia magnolifolia . . .Bl.-Fl.-Unts. 
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Systoxresistenz von Bliitenpflanzen. Einwirkung 48 Stunden. 


Versuchspflanze Untersuchtes Gewebe % Systox 
0,5 0,1 0,05 0,01 0,005 0,001 





Monokotyle: 


Gramineae : 

Triticum vulgare. . . . . .Bl.-Scheide 
Avena sativa. . .. . . . .Bl.-Scheide 
Secale (Sommer) . . . . . .Bl.-Scheide 
Festuca glauca. . . . . . .Bi.-Scheide 


Dactylis glomerata . . . . .Bl.-Scheide 





Lolium perenne .. . . . .Bl.-Scheide 
Sesleria varia... . . . .Bl.-Scheide 
Liliaceae : 

Convallaria majalis . . . . .Bl.-Scheide 


Veratrum nigrum .. . . .BI.-Fl.-Obs. 





Allium ursinum .. . . . .Bliitenschaft 
Muscariracemosum .. . .BI.-Fliche 
Iridaceae : 

Iris germanica . . . . . . .BI.-Fliche 
Irispumila .... . . . .BI.-Fliche 
Orchidaceae : 

Orchis incarnata . . . . . .Bl.-Scheide 
Commelinaceae : 

Tradescantia viridis .. . .Stengelep. 
Tradescantia purpusi . . . .Stengelep. 
Zebrina pendula . . . . . .Stengelep. 
Callisiarepens . ... . . .Stengelep. 


Rhoeodiscolor . . .. . . .BI.-Fl.-Unts. 7 - 4 |! 








2. Nekrosestudien 


Trotz der Fiille der Nekrosebilder, die sich aus der Anzahl der unter- 
suchten Objekte ergab, kann man _ auch bei den_ Bliiten- 
pflanzen bestimmte Typen von Desorganisationserscheinungen erkennen. 
Doch ist es nicht méglich zu entscheiden, was fiir die Systoxeinwirkung spe- 
zifisch oder was den betreffenden Objekten eigen ist und bei ihnen auch bei 
verschiedenen anderen Tétungsarten zu finden wire. Z. B. fiihren Stoff- 
wechselstérungen bei EinfluB von niederen Temperaturen zu ahnlichen Ab- 
sterbebildern (vgl. Spranger 1941). 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 41 
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In 0,5% wirkt Systox auf die Zellen der meisten untersuchten Objekte 
fixierend. Der Protoplast fiillt die ganze Zelle aus, behalt also seine Lage 
bei und unterscheidet sich von den lebenden Zellen nur dadurch, daB das 
Plasma eine zarte Struktur aufweist und Kern sowie Leukoplasten infolge der 
Fixierung deutlicher hervortreten. 

Der Kern ist bei vielen Objekten nach Systoxeinwirkung deutlicher zu 
sehen als in den unbehandelten Zellen. Die Sichtbarkeit nimmt mit stei- 
gender Konzentration infolge Verstarkung der Kernstrukturierung zu. Die 
Kerne erscheinen derb konturiert, ihre Oberflache erscheint rauh. In einigen 
Fallen umrandet ein Hof von koaguliertem Plasma den Kern. Der Nukleolus 
ist auch in stark nekrotischen Zellen noch deutlich sichtbar. Besonders 
giinstige Objekte zur Beobachtung der Kernveranderungen sind die Comme- 
linaceen und Liliaceen. Bei T'radescantia purpusi, Zebrina pendula, Rhoeo 
discolor, Chelidonium majus sind die Kerne der nekrotischen Zellen gelblich- 
braun verfarbt. 

Eine sehr haufig zu beobachtende Todeserscheinung durch Systoxein- 
wirkung ist die Schrumpfung des plasmatischen Inhaltes. Das Aussehen 
des geschrumpften Protoplasten ist sehr mannigfaltig und unterscheidet 
sich in der Art der Struktur sowie durch Form und Kontur des Koagulats. 
Bei geringer Schrumpfung ist der Protoplast entweder gleichmaBig an allen 
Seiten oder nur an einigen Stellen abgehoben; die Form des geschrumpften 
Protoplasten ist dann nur leicht abgerundet oder sie weist seichte Aus- 
buchtungen auf. Die Protoplasten sind scharf konturiert. Bei starkerer 
Schrumpfung findet man eine groBe Mannigfaltigkeit der Form. Hier sind 
die Konturen oft noch scharf, k6nnen aber auch teilweise aufgelést oder ganz 
zerteilt sein. Das Koagulat ist meist locker angeordnet. In einigen Fallen, 
besonders bei den mit héheren Konzentrationen behandelten Schnitten, 
war eine bestimmte Anordnung in der Lagerung der Kérnchen und Granula 
zu beobachten, die die urspriingliche Lage der Vakuolen zart andeutet. 
Es fanden sich auch erstarrte Plasmareste ohne deutliche Abgrenzung in 
verschiedener Anordnung im Zellraum. 

Bei allen Zellen mit anthokyanhaltigen Zellsaften trat nach Systox- 
behandlung allmahlich Exosmose ein. Eine Ausnahme bildete Cyclamen 
persicum, wie spiter naher besprochen wird. So ergab schon das makro- 
skopische Aussehen dieser Schnitte Aufschlu8 tiber den Lebenszustand der 
Zellen; die Schnitte, deren Zellen ungeschadigt sind, sind deutlich rot, bei 
blaBroten Schnitten sind die Zellen bereits geschadigt, obwohl der Proto- 
plast oft noch normal plasmolysierbar ist. Der Exosmoseprozef ist bereits 
eingeleitet. Bei ganz ausgeblaBten Schnitten sind die Zellen durchwegs 
nekrotisch und zeigen keinerlei Lebensreaktion. 

Eine interessante Erscheinung ist das Auftreten von Tropfen in den gerb- 
stoffhaltigen Zellen, deren GréBenordnung von der mikroskopischen Sicht- 
barkeit bis zu groBen, stark lichtbrechenden Gebilden schwankt und die das 
ganze Zellumen ausfiillen konnen. Wir haben diese Nekrosebilder besonders 
bei Saxifragaceen beobachtet. Das vereinzelte Auftreten kleinerer und 
gréBerer Entmischungstropfen und Fallungen konnte man auch an anderen 
Pflanzen sehr haufig beobachten. 
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Es folgen einige nihere Beschreibungen von Veranderungen, die sich nach einer 
Systoxeinwirkung von 48 Stunden an Bliitenpflanzenzellen zeigten. 


Rhoeo discolor, Blattflaiche-Unterseite : 


0,05%. Die Spaltéffnungen der Schnitte sind ge6éffnet. Die Plastiden in den SchlieB- 
zellen sind meist agglutiniert; die Verklebung ist ganz deutlich. Daneben treten in 
diesen Zellen Entmischungen auf. Die Kerne der umliegenden Zellen sind fixiert. 
Sie zeigen gelatindses Aussehen und sind von koaguliertem, gekérntem Plasma um- 
geben. Die Leukoplasten sind in einigen Zellen aufgelést, in anderen sind sie an den 
Kern anliegend noch sichtbar. Das Anthokyan ist aus den Zellen ausgetreten. 


Peperomia magnolifolia, Stengelepidermis: 


0,01%. In den Olidioblasten sind die Olkérper, die von geschrumpftem, koagu- 
liertem Plasma umgeben sind, dunkelbraun verfarbt. Mehrere der tibrigen Epidermis- 
zellen weisen einen feinen, braunlichen Niederschlag in lebhafter BMB auf. 


Zebrina pendula, Stengelepidermis: 

0,5%. Die Kerne sind braunlich verfarbt. Agglutinierte Leukoplasten liegen ihnen 
auf, die sich von den Kernen durch blassere rétlichbraune Farbung deutlich 
unterscheiden. 

Ahnlich sind die Bilder aus 0,1% und 0,05%. Erst in 0,01% Systox bleiben Kerne 
und Leukoplasten ohne Fiarbung, sie treten nur deutlicher hervor. Die Plastiden des 
subepidermalen Gewebes sind ebenfalls wenig veraindert und weisen ein gesundes Aus- 
sehen auf, 


Tradescantia viridis, Stengelepidermis: 
0,05%. Die farblosen, optisch leeren Kerne sind von einer derben Membran umge- 
ben. Die Plasmastriange, die den Kern in der Zelle halten, sind fixiert. Der Plasma- 


schlauch ist geschrumpft und zeigt Tonoplastenbildungen. Im subepidermalen Ge- 
webe sind die Plastiden entfarbt. 
Tradescantia purpusi, Stengelepidermis: 

0,5%. Um den braunlich verfairbten Kern ist sehr oft ein Hof von koaguliertem 
Plasma und unregelmaBig konturierten Leukoplasten zu sehen. In weniger hiufigen 
Fiillen liegen neben Plasmaresten intensiv bréunlich gefarbte und verklebte Leuko- 
plasten um den ebenfalls gefiirbten Kern. In einigen Zellen treten Fallungen auf. 

0,1%. Hier zeigen die Schnitte den eben beschriebenen aihnliche Kern- und Leuko- 
plastenverinderungen. Nur sind die Protoplasten zum Teil geschrumpft. 
Pelargonium zonale, Stengelepidermis: 

Bei Behandlung mit 0,5%, 0,1% und 0,05% Systox zeigen eine groBe Anzahl der 
Epidermiszellen Fallungen. Erst die Schnitte aus 0,01% sind frei davon. 
Impatiens Sultani, Stengelepidermis: 

In einigen der groBen Zellen des subepidermalen Gewebes fielen von 0,01% auf- 
wirts tropfenférmige Entmischungen auf, die oftmals, besonders an den Schnitten aus 
0,5% und 0,1%, zu gréBeren Formen zusammengeflossen waren. 

Cyclamen persicum, Stengelepidermis: 

Wiahrend die Anthokyanzellen aller iibrigen untersuchten Arten durch Systox in 
schidigender Konzentration ausblaBten, konnten bei diesem Objekt in den anthokyan- 
haltigen Subepidermiszellen des Stengels neben Entmischungen Verfiairbungen des 
Anthokyans beobachtet werden. 

Nach 24 Stunden. Die Schnitte aus 0,5% sind ganz entfarbt. In einigen Zellen 
der Subepidermis treten Fallungen auf; gréBere und kleinere Kugeln, die manchmal 


41* 
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auch zu tropfigen Gebilden zusammengeflossen sind, mit scharfen Konturen, aber nicht 

stark lichtbrechend. Bei den Schnitten aus 0,1% war das Anthokyan noch nicht aus 

den Zellen ausgetreten und ein feiner Niederschlag von gréBeren und kleineren Trépf- 

chen war in ihnen zu sehen. Die Anthokyanzellen der Schnittrander fielen durch 

blauviolette Farbung auf. Sie zeigten auBerdem den gleichen Niederschlag wie die 

Zellen aus 0,5%, nur unterschieden durch die blauviolette Firbung. Auch die Schnitt- 

rander in 0,05% Systox wiesen Zellen mit den gleichen Verainderungen auf, waihrend 

simtliche rot gefarbten Zellen der mittleren Schnittzone klar und optisch leer waren. 

Nach 48 Stunden. Die abge- 

storbenen Protoplasten der Zellen 

aus 0,5% hatten keine weitere Ver- 

anderungerfahren. An den Schnit- 

ten aus 0,1% Systox war die blau- 

violette Verfairbung auch in den 

Zellen der mittleren Partien ein- 

getreten, und die Niederschlags- 

trépfehen hatten an GréBe zuge- 

nommen, dabei waren die Fallun- 

gen oftmals intensiver gefarbt als 

der Zellsaft. In den Schnittrand- 

zellen waren die Zellinhalte zum 

Teil stark ausgeblaBt. Nach dieser 

Einwirkungsdauer wiesen auch die 

gefarbten Zellen der Schnittmitte 

in 0,05% Entmischungen auf, die 

durch eine intensive Rotfarbung 

auffielen. In den bereits nach 

24 Stunden blauviolett verfirb- 

ten Zellen des Schnittrandes war 

Exosmose eingetreten, wie die 

LM 4 blaBblaue Farbung der Zellsafte 

0 20 30 0 30 00 0 8 W 10%) %)  %iMn, ‘eigte. Der Niederschlag hattehier 

Abb. 6. Helodea canadensis. Abtétungskurve. jedoch, im Gegensatz zu 0,1%, die 

intensive Blauviolettfarbung bei 

behalten. AuBerdem waren die Protoplasten dieser Zellen zum Teil geschrumpft. 

Bei Behandlung mit Plasmolytikum zeigten nur die Zellen der Schnittmitte sowohl 
der Epidermis als auch der Subepidermis Plasmolyse. 
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V. Zur Analyse der Systoxwirkung an Helodea canadensis 
a) Resistenz 


Helodea-Blattchen von einer bestimmten Stammchenregion, und zwar 
2—5 em von der Spitze, wurden mit Systox in verschiedener Abstufung 
von 10% bis 0,01% behandelt. Aus den Flaischchen mit den héheren Kon- 
zentrationen (von 2% aufwarts) wurden jede Minute, aus denen mit den 
iibrigen wurden bis zu einer Stunde in Intervallen von 5 Minuten, dann alle 
Stunden Blattchen herausgenommen und in 0,8 mol Traubenzuckerlésung 
eingelegt, um nach dem Plasmolyseverhalten den Lebenszustand der Zellen 
festzustellen. 

Die Versuche wurden bei einer Temperatur von 20° C bis 22° C durch- 
gefihrt. Das Material war kurz vorher in Moosbrunn gesammelt worden. 
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Es ergab sich fiir jede Konzentrationsstufe ein bestimmter Absterbe- 
bereich, dessen Breite bei den héheren Konzentrationen sehr klein, bei 
niedrigeren gréBer war. Bei den héchst verwendeten Konz. ist die Grenze 
ganz scharf. Beiliegende Kurve (Abb. 6) soll ein anschauliches Bild vom 
Verlauf der Resistenzgrenzen vermitteln. 

Die Werte der Abtétungskurve stammen aus einer Serie von Einzel- 
beobachtungen. Dabei wurden die Resultate von einer bestimmten Zell- 
region, und zwar von den Spitzenzellen der Blattunterseite, also von den 
altesten Zellen der Blittchen, verwendet (W. Herbst 1937). Als Kriterium 
der Abtétung galt die Unplasmolysierbarkeit. Die erste (1) Kurve bezieht sich 
auf Beobachtungszeiten, bei welchen man bereits tote Zellen feststellen 
konnte. Die zweite Kurvenlinie (II) gibt die friihesten Zeitpunkte an, bei 
denen alle Zellen in den einzelnen Konzentrationen abgestorben waren. 
Die dritte Kurve (IIT) ist die von Herbst angegebene Nikotinkurve als Ver- 
gleich. 

Nach Herbst gibt die Abtétungskurve einer Pflanze ein rasches Ubersichtsbild 
iiber deren kritische Konzentration, die, wenn die Spritzung bei feuchtem Wetter 
erfolgt, nicht iiberschritten werden darf, da ,,Verbrennungen“ zu befiirchten sind. 
Da Systox schon in ganz geringen Konzentrationen wirksam ist und zur Anwendung 
kommt, ist eine solche Gefahr des Saftentzuges und des damit verbundenen Auftre- 
tens von ,,Verbrennungserscheinungen™ nicht gegeben. Bei den Systoxkurven fiir 
Helodea canadensis liegen im Vergleich zu der von Herbst angegebenen Nikotinkurve 
bei jeweils gleicher Zeit die Absterbewerte betrachtlich tiefer. 


Resistenz nach 48 Stunden bei Versuchstemperaturen von 18°C bis 21°C. 
°/, Systox 
0,01 0,005 0,001 





Helodea canadensis - l l ] 
Spitze der Blattunterseite 


Absterbezeiten in Minuten 
30 35 40 45 50 55 60 120 180 240 300 





b) Resistenz verschieden alter Blitichen von Helodea 


In Batteriegliser mit 200 cm* Systox in den Konz. 0,05%, 0,01%, 
0,005°%, 0,001°% und zur Kontrolle mit Standortwasser wurde je ein Stémm- 
chen von Helodea canadensis gegeben. Die Glaser waren waihrend der Ver- 
suchsdauer mit Glasplatten abgedeckt. Es wurden drei Versuchsreihen 
durchgefiihrt. Die Lésungstemperatur schwankte zwischen 18° C und 21° C. 
Jeder Versuch erstreckte sich iiber zwei Wochen. Wahrend dieser Zeit 
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wurden mehrmals nach Ablauf einiger Tage von jedem Stiémmchen zwei bis 
drei Blittchen von der Spitze, der Mittelregion und der Basis untersucht. 
Dabei konnten bestimmte Absterbefolgen erkannt werden; und zwar ver- 
lauft der Absterbevorgang bei allen Konzentrationen von den untersten 
Wirteln allmahlich am Staémmchen aufwarts. An den Blittchen sind immer 


2005 % 


Abb. 7. Helodea canadensis, links 2 Tage, rechts 4 Tage in den Lésungen. a = Blatt- 
chen von der Basis, b = Blattchen aus der mittleren Staémmchenregion, c = Spitzen- 
blattchen. Schraffierte Stellen = abgestorben, freie Stellen = lebend. 


zuerst die Spitzenzellen abgestorben. Die Zone toter Zellen breitet sich all- 
miahlich gegen die Basis zu aus. Die Grenzlinie zwischen den beiden Zonen 
ist scharf, verlauft aber meist nicht gerade, sondern geschwungen, da sich 
die Zellen entlang der Mittelrippe und die Randzellen gegeniiber den mitt- 
leren Blattzellen resistenter zeigen (Drawert 1938, Meindl 1934, Moder 
1932, Weber 1932). 

Nachfolgende Zeichnungen geben naheren AufschluB iiber den Absterbe- 
verlauf bei den einzelnen Konzentrationen (Abb. 7 und 8). 
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An dem Kontrollstémmechen waren nach 14 Tagen auBer vereinzelten 
braunen Flecken oder braunen Spitzen keinerlei Schiden aufgetreten. 

Die bei langerer Giftwirkung auftretende Verfirbung bzw. das Ausblassen 
der Zellen bei hdheren Konzentrationen und die scharfe, meist briunliche 
Grenzlinie geben die Méglichkeit, schon bei makroskopischer Betrachtung 


0) 
‘ar. 


Abb. 8. Helodea canadensis, links 7 Tage, rechts 14 Tage in den Lésungen. Die leeren 
Stellen bedeuten, daB die Blattchen von dieser Stémmchenregion bereits mazeriert 


waren. 


zu erkennen, wie viele Zellen bereits von dem NekroseprozeB erfaBt sind. 
Bei der mikroskopischen Beobachtung konnte in beiden Anteilen, sowohl im 
lebenden als auch im toten, eine Zonenbildung festgestellt werden, die sich 
im toten Bereich durch Verschiedenheit der Nekrosebilder, im lebenden 
durch unterschiedliches Verhalten gegen Einwirkung eines Plasmolytikums 
zu erkennen gab. Als Beispiel fiir die Beschreibung wurde ein Spitzen- 
blatt von einem Stémmchen, das 4 Tage in einer 0,001% igen Systoxlésung 
lag, herausgegriffen. 
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Die Hialfte der Zellen waren abgestorben. Die lebende Zone reichte als 
konkav geschwungener Keil in den toten Anteil. Die Grenze zwischen diesen 
beiden Teilen ist scharf und deutlich. Die nekrotischen Zellen sind ins Oliv- 
griine verfarbt und etwas ausgeblaBt. Die Grenzlinie ist braunlich. Die 
nekrotischen Zellen am oberen Teil des Blattchens zeigen den erstarrten 
Protoplasten mehr oder weniger abgerundet, gering vom Rand abgehoben 
und mit Chromatophorenrandstellung. Auch in der anschlieBenden, schma- 
len Zone erscheinen die Nekrosebilder im Aussehen sehr einheitlich und 
sind den oben geschilderten sehr ahnlich; nur sind hier die Chromatophoren 
in Flachenstellung. Daran schlie8t bis zur Grenzlinie eine Zone mit mannig- 
faltigen Nekrosebildern. Vor allem sind die Protoplasten stark und ungleich- 
maBig geschrumpft. Die Stellung der Chromatophoren ist nicht einheitlich. 
Sie liegen oft an einigen Stellen angehauft oder zeigen Randstellung mit 
Chromatophorenbriicken. Im lebenden Anteil zeigen die oberen Zellen, die 
an die Grenzlinie anschlieBen, 40 Minuten nach dem Einlegen in eine 0,8 mol 
Traubenzuckerlésung Konkavplasmolyse, wihrend die Zellen an der Basis 
zu dieser Zeit bereits durchwegs sch6n abgerundet erscheinen. 

Bei mehreren Versuchen wurden die Blattchen bei der Priifung auf Plas- 
molysierbarkeit eine gleiche Zeit im Plasmolytikum belassen. Dabei zeigte 
sich, daB in den Zellen behandelter Blattchen die Plasmolyse friiher einsetzt 
und der Protoplast sich auch friiher abrundet als in den Zellen aus dem 
Kontrollversuch. Im einzelnen ergibt sich folgendes: 

1. Spitzenblattchen von einem Stémmchen, das 14 Tage in 0,001°%igem 
Systox gelegen und zum Teil geschadigt ist: Bereits nach 10 Minuten sind 
viele Zellen konvex plasmolysiert, nach 30 Minuten zeigen die meisten 
Systrophe und nach einer Stunde haufig sackartige Auswélbungen der 
Plasmaoberflache, in denen Kern und Chromatophoren liegen (Germ 1932, 
1933, 1934). 

2. Spitzenblattchen aus dem Kontrollversuch: nach 10 Minuten ist 
der gréBte Teil der Zellen konkav plasmolysiert, und erst nach einer Stunde 
trat in mehreren Zellen Systrophe ein. 

Bei einer anderen Versuchsreihe wurde die entgegengesetzte Beobachtung 
gemacht. Einige Blattchen wurden in eine mit 0,01%igem Systox versetzte 
0,8 mol Traubenzuckerlésung, daneben einige in eine reine Traubenzucker- 
losung gleicher Konzentration eingelegt und wahrend zweier Stunden in 
Intervallen beobachtet. Die Abrundung des Protoplasten trat bei den Ob- 
jekten aus der reinen Zuckerlésung friiher ein als bei denen aus der kombi- 
nierten Lésung. 

Diese beiden Versuche lassen den Schlu8 zu, daB Systox in Konzentra- 
tionen, die nicht tédlich wirken, zuerst Erhohung der Viskositat bewirkt, 
wahrend bei tagelanger Einwirkung die Viskositaét herabgesetzt wird. 


VI. Einwirkung von Systox auf gerbstoffhaltige Zellen 


Bei den Resistenzversuchen an Bliitenpflanzen fiel uns bei Saxifraga 
sarmentosa eine merkwiirdige Bildung von Tropfen auf; allerdings nur in 
Schnitten aus héheren Konzentrationen und auch da nicht in allen Zellen. 
Besonders auffallend war diese Erscheinung an Schnitten, die in 0,5%, 
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0,1% und 0,05% lagen (Abb. 9 und 10). Die Mehrzahl der Zellen war mit 
groBeren Tropfen, haufig auch anders geformten, stark lichtbrechenden 
xebilden und winzigen Trépfchen angefiillt. In den Anthokyanzellen der 
Blattunterseite und des Stengels waren diese Tropfen rot gefirbt, wobei die 
kleinen und mittleren lebhafte BMB zeigten. In der Konz. 0,01%, die fiir 
Saxifraga sarmentosa die Resistenzgrenze darstellt, lieB sich nur in wenigen 
Zellen das Auftreten von winzigen Trépfchen feststellen, die allerdings in 


Abb. 10. 


Abb. 9. Saxifraga sarmentosa, Plattfliche Unterseite, 5%, 48 Stunden. Gerbstoff- 
falimgen, Ubersichtsbild. 
Abb. 10. Saxifraga sarmentosa, Blattfliche Unterseite, 0,19, Systox, 48 Stunden. 
Gerbstoffallungen; neben auffallenden Gebilden gréBere und kleinere Tropfen. 


groBer Zahl oft in ein oder mehreren Haufchen angeordnet im Zellraum lagen. 
In 0,005°% zeigten sich in einigen Zellen kleine, aus winzigen, langlichen 
Gebilden zusammengesetzte Klimpchen, die in Anthokyanzellen ebenfalls 
rot gefiirbt waren. 0,001% gab in keiner der Zellen irgendeine Fallung. 

Da die Epidermen der Saxifragaceen Gerbstoffidioblasten besitzen und 
die Tropfenbildung auch bei Behandlung mit héheren Konzentrationen 
nicht in allen Zellen auftrat, war anzunehmen, da®B der Gerbstoff fiir die 
Fallung verantwortlich ist. Nachfolgend seien einige Versuche angefiihrt, 
die diese Annahme bestiatigen. 
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1. Versuch mit Rhodamin B, 1:1000. Zur Verwendung kamen Schnitte 
der anthokyanfreien Blattoberseite. 

Farbt man mit Systox behandelte Schnitte, die in mehreren Zellen Trop- 
fenbildungen aufweisen, aber noch lebend sind, mit Rhodamin B und bringt 
sie nachher in Wasser, so behalten nach dem Entfarben die Tropfen den 
Farbstoff. Auch die Kliimpchen, die bei der Konz. 0,005°% auftreten, fiirben 
sich mit Rhodamin dunkelrot an. 

Das gleiche Bild wird erzielt, wenn man die Schnitte vor dem Einlegen in 
Systoxlésungen (> 0,1°%) mit Rhodamin B kurz vorbehandelt. 

2. Versuche mit anderen gerbstoffhaltigen Objekten. 

Bei Behandlung von Spirogyra mit 1% Systox traten unmittelbar in 
allen Zellen winzige Trépfchen in groBer Zahl auf, die sich allmahlich ver- 
grdBerten, aber an GréBe nie die Trépfechen der Saxifragazellen erreichten. 

Auch andere Objekte mit Gerbstoffidioblasten, die zu den Resistenz- 
versuchen herangezogen wurden, zeigten die Erscheinung der Tropfenbil- 
dung. Der genaue Verlauf dieser Verainderungen wurde neben Sazxifraga 
sarmentosa und zwei anderen Blitenpflanzen, bei Spirogyra und Zygnema, 
verfolgt. Es zeigen sich gewisse Unterschiede. An Hand einer Beschreibung 
der Nekrosestadien wird der Verlauf naher geschildert. 


Saxifraga sarmentosa 


Abgesehen von der Geschwindigkeit des Eintrittes der Gerbstoffallung 
und des ZusammenflieBens der winzigen Troépfchen ist der Verlauf in den 
Konzentrationen 1°% bis 0,05°% nicht wesentlich verschieden. Auch zwi- 
schen den verschiedenen Epidermisschnitten zeigten sich geringe zeitliche 


Unterschiede; in den Gerbstoffidioblasten der Stengelepidermen verandern 
sich die Tropfen sehr bald nach dem Einlegen zu groBen, tropfigen Gebilden, 
wihrend in diesen Zellen der Blattepidermen die Tropfenform zunachst 
vorherrscht und sich erst viel spaiter auch andere Formen einstellen. Zur 
niheren Beschreibung seien Zellen gewahlt, die mit einer h6heren Konzen- 
tration behandelt waren, da sich hier der NekroseprozeB dauernd beobachten 
laBt. 


Stengelepidermiszellen, mit 1°%igem Systox behandelt: 


Unmittelbar nach dem Einlegen sind die Randzellen mit winzigen Tropf- 
chen, die sich lebhaft bewegen, vollgepackt. Nach 5 Minuten weisen diese 
Zellen auch gré8ere Tropfen auf. Inzwischen haben sich auch in den 
mittleren Schnittpartien winzige Tropfchen gebildet, die allméahlich 
zusammenflieBen, so daB nach 30 Minuten die Idioblasten des gesamten 
Schnittes von groBen, verschieden geformten und stark lichtbrechenden 
Gebilden, die oft miteinander in Verbindung stehen, ausgefiillt sind. 
Daneben sind immer noch kleinere Tropfen zu beobachten, die sich 
weiterhin in BMB befinden. In den Anthokyanzellen haben die Fallungen 
eine deutlich rote Farbe angenommen. Hand in Hand mit diesem Vorgang 
tritt in allen Zellen eine feine Granulation auf. Im weiteren Verlauf blassen 
die Anthokyanzellen allmahlich aus. Die Tropfen behalten jedoch ihre Far- 
bung. Nach einer Stunde sind die Protoplasten erstarrt, deutlich gekérnt 
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und zum Teil von der Zellmembran abgehoben. Die Tropfenbildungen blei- 
ben erhalten. 

Der Eintritt der Tropfenbildung fallt keineswegs mit dem Ende der Plas- 
molysierbarkeit zusammen. Auch aus der Form der Fiallungen laBt sich 
nicht mit Sicherheit erkennen, ob eine Zelle noch die Fahigkeit zur Plasmo- 
lyse besitzt oder nicht. Nach 5 Minuten lassen sich die Zellen allgemein 
normal plasmolysieren, wobei auch nach Abrundung des Protoplasten die 
Tropfen meist in BMB deutlich im Zellsaft zu sehen sind. Nach 10 Minuten 
zeigen die Zellen normale Konvexplasmolyse, nach 20 Minuten treten ab- 
normale Plasmolyseformen auf. Die Plasmolyse ist allgemein von keiner 
langen Dauer, wobei der Protoplast nach geringer Riickdehnung erstarrt. 
Vereinzelt konnten in den Zellen im Raum zwischen den erstarrten Proto- 
plasten und der Zellmembran Trépfchen beobachtet werden. Nach einer 
Stunde ist keine Zelle mehr plasmolysierbar. 

Eine andere Versuchsreihe diente der Feststellung, ob die Gerbstoff- 
fallungen bei tagelanger Einwirkungsdauer weitere Veranderungen erfahren 
und inwieweit diese niederen Konzentrationen in Erscheinung treten. Die 
Schnitte wurden daher iiber 11 Tage in den Lésungen belassen und taglich 
beobachtet. 

Die Fallungen, die in 1%, 0,5°% und 0,1% auftraten und sich nach 24stiin- 
diger Einwirkung kaum unterschieden, flossen aber auch in den Zellen der 
Epidermisschnitte der Blattflichen mehr und mehr zusammen. In allen 
Schnitten waren nach 8 Tagen nur vereinzelt winzige Trépfchen oder iiber- 
haupt Tropfenformen zu beobachten (Abb. 10). Der plasmatische Inhalt 
zeigte meist in 0,1°% und manchmal auch in 0,5°% eine auffallende deutliche 
Schrumpfung. 

Die Einwirkung von 0,05°% bewirkte ein viel spateres Eintreten und eine 
viel langsamer fortschreitende VergréBerung der Trépfechen. Erst nach 
48 Stunden treten die Fallungen auch in Form von gréBeren Gebilden auf, 
und nach 8 Tagen sind noch winzige Troépfchen in nicht zu tibersehender 
Anzahl sichtbar. 

Schnitte in 0,01°%igem Systox hatten nach 48 Stunden in mehreren Zellen 
geringe Tropfenbildung. Nach 1itagiger Einwirkungszeit sind die winzigen 
Trépfchen in den Zellen vorherrschend, und nur vereinzelt konnte man 
groBere Gebilde beobachten. Die Plasmolysierbarkeit hért bei Zellen der 
Blattepidermen nach 4 Tagen, bei denen der Stengelepidermen nach 5 Tagen 
auf. 

In 0,005% konnten nach 48 Stunden an Stelle der Tropfenbildung in 
mehreren Zellen vereinzelte, zusammengesetzte Kliimpchen beobachtet 
werden, die in den Anthokyanzellen rétlich gefarbt waren. Erst nach 8 Ta- 
gen zeigten einige Zellen nicht sehr auffallige Fallungen, bestehend aus ganz 
winzigen Trépfchen. Nach 11 Tagen jedoch lieBen sich vereinzelt in den 
Zellen auch gréBere Tropfehen erkennen. Bis zu 7 Tagen lieBen sich die 
Zellen der Blattflaichenepidermen und bis zu 8 Tagen die der Stengelepi- 
dermen plasmolysieren. 

Die 0,001°%ige Lésung brachte eine weitere Abnahme und Verlangsa- 


mung der Gerbstoffreaktion. Erst nach 5 Tagen traten in den Zellen Kliimp- 
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chen auf. Im Laufe der weiteren Beobachtung kam es zu keiner auffallenden 
Verinderung der Zellinhalte. Das Ende der Plasmolysierbarkeit war bei die- 
sem Versuch bei allen Schnitten nach 11 Tagen erreicht. 

An Epidermisschnitten von Kalanchoe blossfieldiana, und zwar mit 
0,5%, 0,1% und 0,05%, traten in den meisten Versuchen Entmischungen 
von gleichem kugeligem Aussehen auf. Auch nach 3 Tagen waren die trop- 
figen Entmischungen zu keinen gréReren Formen zusammengeflossen. 


Crassula patagonensis 

Nach 24 Stunden: In 0,5%igem Systox beobachteten wir in den geschrumpften 
Protoplasten der Subepidermiszellen Entmischungen. Kleinere Entmischungskérper 
waren ineinander tibergeflossen und standen in verschiedenster Art miteinander in 
Verbindung, so daB der gesamte Protoplast den Anblick eines Kanalsystems bot. In 
der Epidermis zeigten nur jene Zellen Fallungen, welche die Schlie8zellen umgaben. 
Auch hier war der gesamte Protoplast, der hier meist keine Schrumpfung aufwies, 
mit Entmischungsgebilden erfiillt. Das gleiche Aussehen zeigten auch alle Epidermis- 
zellen, welche in oder unmittelbar an den Spaltéffnungsinseln lagen. Die itibrigen 
Epidermiszellen sowie die SchlieBzellen selbst waren frei von Entmischungen. 
In 0,1% waren ahnliche Bilder aufgetreten, doch vorwiegend tropfenférmige Ent- 
mischungen. In 0,05% traten in den meisten Zellen der gleichen Zellpartien ebenfalls 
Entmischungen in Form von Dendritenbildungen auf. Daneben konnte man an eini- 
gen Epidermiszellen orangegelb verfarbte Zellsafte beobachten. 

Nach 48 Stunden: In 0,5% konnte man keine weiteren sichtbaren Verainderungen 
der Entmischungen beobachten. Diese waren in 0,1% ebenfalls zum GroBteil zusam- 
mengeflossen, so daB sich die Bilder von denen der héheren Konzentrationsstufe nicht 
wesentlich unterschieden. Die Fallungen der Zellen aus der Konz. 0,05% haben sich 
nur insoweit verandert, als die Dendritenbildung in verstaérktem MaBe auftrat und 
die Protoplasten allgemein haufig geschrumpft waren. 


Zygnema 


0,5% Systox. Sofort nach dem Eintragen der Faden treten die Gerb- 
stoffblischen deutlicher hervor. Sie flieBen bald zu gréBeren Tropfen zu- 
sammen. Im nachsten Augenblick tritt der Zellsaft aus und iibersait das 
Substrat mit winzigen Trépfchen, die lebhafte BMB zeigen. Gleichlaufend 
mit diesen Veranderungen verlieren die Chromatophoren ihre Form, sie 
runden sich ab, verschmelzen in einigen Fallen miteinander und liegen nach 
der Exosmose des Zellsaftes als ein oder zwei grob gekérnte Klumpen im 
Zellraum. Auch das Plasma koaguliert und kontrahiert sich dabei. Alles 
geht sehr schnell vor sich, so daB schon nach 5 Minuten alle Zellen ein stark 
nekrotisches Geprige zeigen; in den geschrumpften Protoplasten liegt in 
der Mitte des Zellraumes die erstarrte Chromatophorensubstanz, umgeben 
von einer Hiille koagulierten Plasmas. In dem leeren Zellraum sind manch- 
mal Haufchen von winzigen Trépfchen zu sehen, von denen das Substrat 
ganz tiberschwemmt ist. 

0,1% Systox. Hier zeigte der Nekroseverlauf im wesentlichen die 
gleichen Bilder, nur erstreckt sich der Vorgang auf einen Zeitraum von 
einer Stunde. Bis zu 15 Minuten auBerte sich noch keine sichtbare Schadi- 
gung in den Zellen, erst nach einer Einwirkungszeit von 30 Minuten nahm 
der NekroseprozeB an Intensitét zu. Zu diesem Zeitpunkt erschienen die 
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Chromatophoren abgerundet, die Gerbstoffblaschen waren deutlich sicht- 
bar, in einigen Zellen konnte man nur einige, aber gréBere Blaischen im 
Chromatophoren beobachten. Die Priifung auf Plasmolysierbarkeit ver- 
lief zum Teil noch positiv. Erst nach einstiindigem Verweilen in der Gift- 
lésung waren alle Zellen abgestorben. Die Nekrosebilder zeigten das gleiche 
Aussehen wie schon in 0,5%igem Systox zu beobachten war, nur lagen in 
mehreren Zellen im Koagulat helle und deutlich sichtbare Tropfen. 


0,05% Systox. Hier war das Endstadium des Nekrosevorganges erst 
nach 3 Stunden allgemein erreicht. Im Aussehen glichen die Schadigungs- 
bilder denen, wie sie bei 0,1°%% beschrieben wurden und waren in 0,05% 
ebenfalls ziemlich einheitlich. Der Absterbevorgang verlief hier nicht so 
einheitlich. Nach einer Stunde wurden Zellen mit normalem und solche mit 
bereits verandertem Aussehen festgestellt, von denen einige bereits deutlich 
sichtbar Nekrose aufwiesen. Bei diesen war besonders das Plasma von 
einer starkeren Schadigung betroffen, waihrend die Plastiden wohl abge- 
rundet waren, aber noch deutlich griine Farbung und glattes Aussehen mit 
feiner Struktur zeigten. 


Spirogyra condensata 


1% Systox. Hier traten in allen Zellen sofort winzige Trépfchen in 
groBer Anzahl auf, die lebhaft BMB zeigten. Die Anordnung dieser Fal- 
lungstrépfchen war in der Zellmitte am konzentriertesten. Zugleich mit 
dieser Tropfenbildung ging in rascher Folge der Ablauf der Nekrose vor 
sich. Die Chromatophorenbander veranderten ihre Lage und lésten sich 
auf. Dabei hob sich der Protoplast von der Wand ab und schrumpfte merk- 
lich zusammen. Der Zellsaft trat aus und iibergoB das Zellumen mit win- 
zigen Tropfchen. Das Endbild der Nekrose war ein geschrumpfter, erstarrter 
Protoplast, bei dem sich die Chromatophorensubstanz von der des Plasmas 
nicht unterschied, sondern ein grob gekérntes Koagulat darstellte. In dem 
Raum zwischen Protoplast und Zellmembran lagen in vielen Zellen winzige 
Trépfchen zu Haufchen angeordnet. 

In 0,5°% konnte man den gleichen, ziemlich einheitlichen Verlauf des 
Nekroseprozesses beobachten, nur erstreckte sich der Ablauf der einzelnen 
Phasen auf 30 Minuten. 

0,1%iges Systox. Nach einer Stunde war in allen Zellen eine starke 
Tropfenbildung zu beobachten. Die Trépfchen waren winzig klein. Auch bei 
spiteren Untersuchungen konnten neben vorwiegend kleinen Trépfchen nur 
vereinzelt groBere festgestellt werden. Sie waren oft in ein oder mehreren 
Haufchen angeordnet, was auf eine Teilung der Vakuole schlieBen laBt. Der 
plasmatische Inhalt war in allen Zellen in verschiedenem Ausma8 verandert. 
Das gilt auch fiir die Zellen eines Fadens (Weber 1931, 1933, Héfler 1951). 

Am hiaufigsten zeigten, abgesehen von der Trépfchenbildung, die Zellen 
ein gesundes Aussehen. Das Chromatophorenband mit gezackter und 
scharfer Kontur und deutlichen Pyrenoiden war in geordneten Windungen, 
die wohl in vielen Fallen durch die Tonoplasten etwas verschoben waren, an 
der Membran gelagert (Eib1 1939b). Das Plasma erschien ganz zart granu- 
liert. Der Kern war selten und dann nur undeutlich sichtbar. 
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Bei einem anderen, ebenfalls sehr haufig beobachteten Bild war der 
Chromatophor zu einem kompakten und gekérnten Band kontrahiert, das 
gegen das Zellinnere geriickt und dort in losen Windungen gelagert war. 
Auch das Plasma zeigte zarte Kérnung. Die Trépfchen waren auch hier 
selten diffus verteilt, sondern meist in einem oder mehreren Haufchen ange- 
sammelt. 

Deutliche Nekrose konnte man nur an wenigen Zellen beobachten; ein 
geschrumpfter, erstarrter Protoplast lag im Zellraum, und zarte Streifen 
in der gekérnten Masse deuteten auf die urspriingliche Bandform des 
Chromatophoren. Die Trépfchen lagerten in Hiufchen im Raum zwischen 
Protoplast und Zellmembran. Sie konnten auch diffus im Koagulat ver- 
teilt undeutlich wahrgenommen werden. 

Nach Behandlung mit Traubenzucker erfolgte meist eine Abhebung des 
Protoplasten, aber es kam selten zu einer normalen Abrundung, noch war 
die Plasmolyse von langerer Dauer. Es setzte bald Deplasmolyse ein, oder 
die Konturen des Plasmaschlauches lésten sich auf und der Zellsaft mit den 
Trépfchen trat aus. Vereinzelt konnte man in dem Plasmakoagulat noch 
intakte Tonoplasten beobachten. 

Nach 5 Stunden waren die Zellinhalte allgemein stark nekrotisch ver- 
aindert und zeigten ahnliche Bilder wie vorher beschrieben. Eine Tropfen- 
bildung war in allen Zellen sehr auffallend. 

Nach 10 Stunden. Der Protoplast zeigte starke Schrumpfung und war 
koaguliert. Vereinzelt war der Chromatophor noch angedeutet. Tropfchen 
konnten jedoch nur in wenigen Zellen, und dann meist in Haufchen am Proto- 
plasten anliegend, gesehen werden. 

0,01% Systox. Hier setzte die Tropfenbildung sehr spat ein. Erst nach 
24 Stunden traten in mehreren Zellen gré8ere Tropfechenansammlungen auf. 
Bemerkenswert sind die starken Verlagerungen des Chromatophorenbandes. 
Die Plasmolyse verlauft in den meisten Fallen noch normal. Nach 48 Stun- 
den ist die Tropfenbildung allgemein deutlicher, doch sind die Zellen durch- 
wegs geschidigt. Das Chromatophorenband ist kontrahiert und liegt in 
mannigfaltiger Anordnung im gekérnten Plasma. Plasmolyse setzte nur 
noch in einigen Zellen ein, und auch hier kam es zu keiner schénen Ab- 
rundung. 

Zur Frage der Permeierfahigkeit 

Zur Klarung der Frage, ob Systox in die lebenden Zellen einzudringen 
vermag oder ob die Gerbstoffallung vielleicht erst nach Beschaidigung des 
Plasmas auftritt, wurden einige Versuche durchgefiihrt. 

An Stengelepidermisschnitten von Sazifraga sarmentosa wurde bei den 
verschiedenen Konzentrationen der genaue Zeitpunkt des Eintrittes einer 
Fallung ermittelt und die Zellen auf ihren Lebenszustand gepriift. Nach 
Eintritt der Fallung und auch nachdem diese bereits deutlicher und 
haufiger in den Schnitten auftrat, lieBen sich die Zellen normal 
plasmolysieren. Die Protoplasten waren nach 6 Stunden noch schén 
abgerundet und lebend. 

Bei einer zweiten Versuchsreihe wurde in einem Parallelversuch die Gerb- 
stoffreaktion durch Systox der durch Coffein hervorgerufenen hinsichtlich 
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Eintritt und Verlauf gegeniibergestellt. Bei Coffeinbehandlung (0,1%) tritt 
die Fallung unmittelbar nach Beriihrung mit der Lésung auf, und die Trépf- 
chen nehmen rasch an GréBe und Deutlichkeit zu. Bei Behandlung der 
Schnitte mit Systox in der gleichen Konzentration treten erst nach 5 Mi- 
nuten vereinzelt am Schnittrand ganz zarte Fallungen auf, und erst nach 
20 Minuten sind auch die Zellen der Schnittmitte davon betroffen, die Fal- 
lungstrépfchen sind winzig klein, aber deutlich sichtbar. 

Versuche zeigen, daB Systox bereits in ungeschidigte Zellen einzudrin- 
gen vermag, doch kommt die Fallung spater zustande, wahrscheinlich er- 
folgt die Permeation von Systox viel langsamer als die von Coffein, vielleicht 
liegt auch das zum Eintritt der Fallung nétige Lésungsprodukt fiir Systox 
hoher. 


Zusammenfassung 


Es wurde die Resistenz verschiedener Pflanzengruppen mit dem syste- 
mischen Insektizid Systox gepriift und dabei die charakteristischen Plasma- 
veriinderungen beobachtet. 

I. Resistenz 


Algen. Das Algenmaterial wurde 1. nach Einwirkung des Giftes mit 
Traubenzucker plasmolysiert (nachherige Plasmolyse), 2. mit einer 0,8 mol 
Traubenzuckerlésung, die Systox enthielt, behandelt (gleichzeitige Plasmo- 
lyse) und 3. nach Vorbehandlung mit 0,8 mol Traubenzucker der Einwirkung 
einer isosmotischen Traubenzucker-Systox-Lésung ausgesetzt (vorherige 
Plasmolyse). Bei den Versuchsreihen I und III stimmen die Absterbezeiten 
und Resistenzgrenzen ziemlich iiberein, wihrend bei gleichzeitiger Giftein- 
wirkung und Plasmolyse die Resistenz herabgesetzt wird. Bei Verwendung 
héherer Konzentrationen (1%) weichen die Absterbezeiten der einzelnen 
Arten nur gering voneinander ab, trotzdem kann man auch hier wie bei 
der Bestimmung der Resistenzgrenze das gleiche gruppenweise Verhalten 
erkennen, besonders bei hoher Resistenz und hoher Empfindlichkeit. 


Moose. Mit einer durchschnittlichen Resistenzgrenze von 0,1% er- 
wiesen sich die Moose am resistentesten von allen gepriiften Pflanzengruppen. 


Farne. Die Resistenzgrenze verliuft bei 0,05°% bei Versuchstempera- 
turen von 18° C bis 20°C. Die hohe Resistenz steht im Gegensatz zu dem 
Verhalten bei Glashausversuchen und ist wohl zum Teil eine Folge der 
starken Temperaturabhangigkeit der Systoxwirkung. 


Bliitenpflanzen. Trotz gleicher, durchschnittlicher Resistenzgrenze 
von 0,01°% bei Monokotylen und Dikotylen waren von den Arten, deren 
Resistenzgrenze von der durchschnittlichen abwich, bei den monokotylen 
Pflanzen die meisten hdher, bei den dikotylen geringer resistent. 


Bei Helodea canadensis wurde besonderer Wert auf den zeitlichen Ab- 
lauf des Absterbevorganges mit Konzentrationen oberhalb der Resistenz- 
grenze gelegt und die Werte graphisch dargestellt. Versuche an ganzen 
Helodea-Stimmchen ergaben bestimmte eindeutige Absterbefolgen, nimlich 
von den untersten Wirteln allmahlich am Staémmchen aufwarts und an den 
Blittchen von der Spitze zur Basis. 
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II. Nekrose 


Algen. Bei Einwirkung reiner Systoxlésung waren die charakteristi- 
schen Verinderungen Granulation und das Auftreten winziger, farbloser 
Entmischungstrépfchen. Systox-Traubenzucker-Lésung fiihrte zu Ent- 
mischungen in Form von gréBeren, griinen Tropfen. Das Aussehen des 
Plasmas war hier meist gelatinés. 


Moose. Als auffilligste Erscheinungen sind hier Abrundungen der OI- 
kérper, lipoide Entmischungen und das vereinzelte Auftreten gréBerer, 
griiner Myelintropfen zu verzeichnen. 


Farne. Bei dieser Pflanzengruppe waren die Nekrosebilder durch Fal- 
lungen und Entmischungen, ferner durch verstirktes Auftreten gequollener 
Stiirkekérner gekennzeichnet. 


Bliitenpflanzen. Neben allgemeinen Desorganisationserscheinungen, 
wie Fixierung bei 0,5°%%, Schrumpfung des Protoplasten, Granulation, Agglu- 
tination und Abrundung der Chloroplasten, Strukturierung und braune 
Verfirbung des Kernes, Entfarbung der Anthokyanzellen, Zellsaftver- 
firbungen bei Cyclamen persicum und Crassula patagonensis, war fiir die 
Systoxeinwirkung eine Fillungsreaktion in gerbstoffhaltigen Zellen be- 
sonders charakteristisch. 

Der Niederschlag der Gerbstoffzellen, der an verschiedenen Objekten aus 
der Gruppe der Algen und Bliitenpflanzen untersucht wurde, zeigt je nach 
Pflanzenart und Konzentration verschiedenes Aussehen und bestand aus 
Trépfchen der verschiedensten GréBenordnung, groBen, verschieden ge- 
formten Gebilden und Dendriten. Ausmaf8 und Deutlichkeit der Erschei- 


nung nahmen mit der Konzentration, besonders ab 0,01%, das fiir die 
meisten Arten die Lebensgrenze darstellt, ab. Der Niederschlag fallt schon 
vor Abtétung der Zellen aus, denn sie waren zum Teil auch nach Auftreten 
dieser Veriinderung noch normal plasmolysierbar. 
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In this contribution in honor of Professor Dr. Fried] Weber, we shall refer 
briefly to certain experiments performed in our laboratories recently and 
shall indicate a point of view with respect to the possible significance of 
the Schwann cell in the function of peripheral nerve fibers. 

This is a subject which has been too long neglected by nerve physiologists, 
whose conceptions of Schwann cells center primarily around their role in 
myelination, in processes of degeneration and regeneration and in the tro- 
phic role which is usually considered as having to do with maintaining the 
“nutrition” of the axon. Although there is an extensive literature on the 
histology and biology of the Schwann cell in vertebrate and invertebrate 
nerve fibers, physiologists, particularly electrophysiologists, rarely consider 
the Schwann cell to be involved in processes of impulse propagation except 
perhaps in a passive manner. 

We have for some years considered the possibility that the Schwann 
cell may be very important in the chemical metabolism and energy coupling 
which makes possible the ion transport underlying impulse propagation. 
To investigate this possibility various types of experiments of a biochemical 
and physical chemical nature have been made by several investigators in 
our laboratories. These will be alluded to only very briefly; in this note 
we shall be concerned primarily with structural aspects, in particular elec- 
tron microscopic studies. 

In the case of most peripheral nerve fibers capable of propagating action 
waves without decrement the axon (i.e., the axoplasm and its limiting 
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membrane or axolemma) is separated from extracellular space by Schwann 
cells or their constituents. In myelinated fibers the myelin sheath itself 
has recently been shown [1—3] to consist of a spiral array of double Schwann 
cell membranes which were wrapped about the axon during myelination; 
the spiral layers then condense to form the lamellar lipid-protein structure, 
the existence of which had been previously deduced from polarized light 
and x-ray diffraction studies [4] and demonstrated directly with the electron 
microscope [5]. In the mature myelinated fiber the Schwann cell, apart 
from the lipid-protein layers, is observable chiefly in the region of the nucleus. 
Elsewhere the cytoplasm is very scanty and is observable, if at all, at the 
region of the node of Ranvier. It is supposed that the Schwann cell mem- 
brane extends across the node though electron microscopic evidence on this 
subject is as yet very scanty*. What evidence is at hand supports the gene- 
ral thesis that, in the myelinated fiber, Schwann cell constituents surround 
the axon except near the cell body and the terminal twigs. 

The very thin C fibers form no exception to the rule. They travel in a 
Schwann syncytium and are enclosed* by the infolded membrane of the 
Schwann cell. In our experience the small fibers in lobster and squid nerves 
may have a fundamentally, similar structural relation to the Schwann cells. 

The relationship between the various types of cells in the central nervous 
system and the fibers is unknown although detailed study of the problem 
with the electron microscope is now being made in various laboratories. 
Meanwhile it is perhaps wise to suspend judgement concerning the degree 
to which this relationship may affect theories of the role of the Schwann 
cell in conduction processes. 

In this note we shall devote our attention chiefly to lobster and squid 
fibers because the Schwann cell-axon relationship is best studied in such 
invertebrate fibers and because the squid giant fiber has been made the basis 
of most of our biochemical and biophysical studies. 

In lobster fibers of medium size (10-20 u) the Schwann cell is usually 
extremely thin (0.1 to 0.5 u). Mitochondria and other cytoplasmic struc- 
tures are frequently seen but the most striking feature is the highly contorted 
axon surface of the Schwann cell. Outpocketing of the latter into the axon 
is everywhere apparent, and it was previously noted by us [2, 3] that these 
evaginations, when sufficiently developed, resemble mitochondria in fine 
structure. 

Another feature of lobster fiber structure, as seen in the electron micro- 


2 A very brief electron microscope description of the Schwann cell in the neigh- 
borhood of the node was given by Gasser [6]. This subject is currently being studied 
in this laboratory by Mr. Mario Luxoro. 

3 The structural relations of the Schwann cells and the C fibers has been studied in 
detail by Gasser [7]. In this paper he reproduced an electron micrograph of Schwann 
tubes found he reproduced an electron micrograph of Schwann tubes, found in the 
testis of a cat taken by Professor D. W. Fawcett, in which some of the C fibers are 
not fully enclosed by the infolded Schwann cell membrane. This may find explanation 
by the assumption that the fibers involved may have been leaving the nerve bundle at 
the point where the section was made. 
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scope in cross sections, is the arrangement of the mitochondria in the axon, 
where they are arrayed immediately below the Schwann cell surface. Whe- 
ther these mitochondria had their origin in the nerve cell or were formed 
by invagination of the axon surface from Schwann cell constituents, accord- 
ing to the suggestion referred to above, is not clear. However if the specu- 
lation be pursued further one might be led to consider the axon surface of 
the Schwann cell as a sort of two-dimensional mitochondrion or as the source 
of the limiting envelope of the mitochondria formed by the evaginations 
from the Schwann cell surface. Whether or not this proves to be the case, 
the fact that the mitochondria are concentrated immediately below the 
Schwann cell axon interface strongly suggests that at this interface, or in 
its immediate vicinity, energy coupling may be occurring. 

The general structural relationships between Schwann cell and axon are 
similar in the squid giant fiber. In this case the Schwann cell is about 1 u 
in thickness and is traversed, primarily in longitudinal directions by osmio- 
philic double edged membranes which, because of their probable lipid-pro- 
tein composition, were considered by us to be responsible in large part for 
the metatropic reaction observed in polarized light studies. The axonal 
mitochondria occur below the Schwann cell-axon interface but also within 
the bulk of the cytoplasm. In size they vary from rather small, as in lobster 
fibers, to quite large (5-10 p). 

It has been impossible thus far to devise a method by which one might 
study the biochemical and physiological properties of the Schwann cells 
distinct from other cellular constituents. The nearest approach to this is 
perhaps with the type of preparation which was studied in some detail in 
our laboratory last summer. In these the squid giant fiber was slit longi- 
tudinally after as much as possible of the adhering small fibers and connec- 
tive tissue had been cleaned away. This made it possible, after removal of 
the axoplasm by gentle washing with an appropriate solution, to study the 
remaining sheath biochemically. This sheath consists of the Schwann cell 
plus connective tissue, in whose matrix are found many very fine collagen 
fibrils and several layers of fibrocytic cells which, like the Schwann cells, are 
very thin. Preliminary experiments conducted by Dr. B. Goldberg and 
Dr. J. Foster, demonstrate that such sheaths respire with a rate possibly 
20 per cent as high as that of the intact fiber, and have cytochrome oxidase 
and succinic dehydrogenase activity. When it is remembered that the 
cellular component of the sheath (including fibrocytic cells as well as Schwann 
cells) is a very small fraction of the substance of the intact fiber, these pre- 
liminary results are consistent with the view that the metabolic reactivity 
of the Schwann cell, unlike that of the fiber as a whole, may be quite high. 
Energy coupling, in connection with ion transport in the various phases of 
impulse propagation, would be visualized quite differently at the interface 
between the axon and Schwann cells manifesting such relatively high degree 
of chemical reactivity than merely at the “naked” surface of the axon, as is 
implicitly or explicitly indicated in most electrophysiological papers. 

Whatever may eventually be demonstrated to be the mechanism of 
energy coupling for ion transport during impulse propagation, it is clear 
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that sodium and potassium ions must pass into and out of the axoplasm 
from the extracellular phase. The morphological evidence referred to above 
would seem to require that such ion passage must be either through the proto- 
plasm of the Schwann cells or between the Schwann cells. The latter seems 
rather improbable in lobster fibers where boundaries between Schwann cells 
are only infrequently seen in electron microscopic examination of thin 
sections. 

The possibility of visualizing with the electron microscope the molecular 
or macromolecular substratum upon or within which energy coupling 
occurs at the surface of the nerve fiber is a challenging one and one which 
may not be beyond realization by application of modern electron optical 
techniques and use of the particularly favorable material such as the squid 
giant fiber. 
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Uber das Prinzip der Differenzierung auskeimender 
Gemmulen von Ephydatia miilleri 


Von 
Josef Spek 


Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Rostock 


(Eingelangt am 14. Januar 1956) 


Auch bei der ontogenetischen Entwicklung der Schwimme aus dem be- 
fruchteten Ei kommt es zu einer bipolaren Differenzierung, deren Gesetz- 
maBigkeiten allerdings sekundar verwischt und kompliziert werden (J. Spek 
1938). Aus dem iiber die Morphologie und die mikroskopischen Strukturen 
auskeimender Gemmulen von Si®wasserschwimmen Bekannten ergibt 
sich aber a priori keine festere Vorstellung, wie eine bipolare Differenzierung 
etwa auch die sich so rasch vollziehende Differenzierung des Keimes be- 
stimmen kénnte. Ich bin daher auch nicht mit einer genaueren Arbeits- 
hypothese an die Untersuchung herangegangen, sondern habe zuniachst mit 
den alten, in der Zwischenzeit sehr gefestigten Methoden der Vitalfairbung 
mit Indikatoren empirisches Material zusammengetragen, um zu ermitteln, 
ob irgendwelche Anzeichen einer bipolaren Differenzierung an auskeimenden 
Gemmulen zu erkennen sind, und wenn ja, ob man sich eine Vorstellung dar- 
iiber bilden kann, wie sie in einem Haufen indifferenter Histoblasten bzw. 
Archaeocyten in kiirzester Zeit sehr differente Zelltypen entstehen lassen 
kann. 

Da seit dem Kriege die Diskussion iiber die bipolare Differenzierung 
noch nicht wieder ins Rollen gekommen ist, empfiehlt es sich, die Haupt- 
daten kurz in Erinnerung zu rufen und zu zeigen, wieweit die Kritik anderer 
Autoren an der Deutung der Phinomene etwas geandert hat. 

Die bipolare Differenzierung laBt sich am besten an den friihen Entwick- 
lungsstadien durchsichtiger Eizellen mancher Tiere studieren. Sie beginnt 
nach der Richtungskérperbildung. Vor dieser sind die Komponenten des 
Protoplasmas entweder gleichmaBig verteilt, oder es ist eine gewisse kon- 
zentrische Verteilung des Zellinhalts vorhanden in dem Sinne, da8B gewisse 
Substanzen des Protoplasmas sich unmittelbar unter der Eimembran an- 
reichern und dort eine Kortikalschicht spezifischer Beschaffenheit entstehen 
lassen. Darunter kann noch eine zweite, ebenfalls stofflich spezifische Schicht, 
zum Beispiel besondere Granulen, angereichert werden; dann kommt die 
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groBe Masse des tibrigen Protoplasmas und der Dotterelemente und schlieB- 
lich im Zentrum das groBe Keimblaschen. Bei Beginn der bipolaren Diffe- 
renzierung kommen nun alle diese Substanzen in Bewegung. Die einen wan- 
dern geradlinig von ihrem jeweiligen Standort nach dem Richtungskérper- 
pol und reichern sich dort immer stirker an; die anderen an den erstge- 
nannten vorbei, ebenfalls geradlinig in entgegengesetzter Richtung nach 
dem den Richtungskérpern gegeniiberliegenden Pol. Diese geradlinige 
Wanderung der Eikomponenten nach den beiden entgegengesetzten Ei- 
polen habe ich 1930, nachdem ich sie an dem besonders lehrreichen Beispiel 
des Nereis-Eies genauer studiert hatte, ,,bipolare Differenzierung“‘ genannt. 

Das strukturelle Endergebnis der bipolaren Differenzierung der ver- 
schiedenen Eitypen ist im groben der Entwicklungsgeschichte schon seit 
langem bekannt. Da’ das Wesen ihrer Entstehung in gesetzmaBigen Wande- 
rungen fein- bis grobdisperser Protoplasmakomponenten besteht, hatte 
man nicht erkannt. 

Das topographische Bild der Substanzwanderung ist genau das einer 
Elektrophorese mit mehreren nebeneinander wandernden, entgegengesetzt 
geladenen dispersen Stoffen. 

1930 machte ich die Beobachtung, daB der natiirliche Indikator der 
Nereis-Eier auf dem Hohepunkt der bipolaren Differenzierung in der ve- 
getativen Halfte der Eier ganz ohne Zutun des Experimentators von selbst 
nach der sauren Seite umschlaigt. Eine genauere Untersuchung der pH-Ver- 
haltnisse bei der bipolaren Differenzierung mit vitalfairbenden Indikatoren 
ergab die iiberraschende Tatsache, daB die am animalen Pol angereicherten 
Substanzen alkalisch, die in dem vegetativen Bezirk sauer sind. Sind vieler- 
lei Plasmakomponenten von recht verschiedenem pH in der Eizelle vorhan- 
den, so ordnen sie sich wahrend der bipolaren Differenzierung zu einem 
Axialgradienten an, so daB die mit dem héchsten pH unter dem Richtungs- 
korperpol liegen, die mit dem niedrigsten in der vegetativen Halfte. Gleich- 
sinnige Befunde hieriiber wurden bisher an den Eizellen von Schwimmen, 
Polychaeten, Prosobranchiern, Opisthobranchiern, Cephalopo- 
den, Ascidien (Styela, unverdffentlicht), Teleosteern und Amphibien 
gemacht. Die Befunde findet man bei: Josef Spek (1938, 1930 und 1934a 
und b, 1934¢ und 1933) und bei Ries und Gersch (1937). 

Die extremen pH-Werte liegen sehr betrachtlich auseinander: Die héch- 
sten bei ungefahr pH = 7,6—7,8, die niedersten bei etwa 5,6 oder noch tiefer. 
Bei den EiweiBkérpern und anderen amphoteren Substanzen diirften die 
Farbténe der Indikatoren die Reaktion angeben, welche unter den gegebenen 
Umstiinden an den adsorbierenden Flaichen iiberwiegt. 

Die GesetzmaBigkeiten der Farbung der bipolaren Differenzierung der 
Eizellen der verschiedenen Tiere sind recht gleichartig, so daB sich auch 
eine einheitliche Erklarung aufdrangt: Der Farbton eines an einem Kolloid- 
teilchen adsorbierten Indikators zeigt jeweils nur die Reaktion an diesem 
Teilchen an (Spek 1937 und 1938). Das Dispersionsmittel kann eine andere 
Reaktion haben und im Protoplasma kénnen innerhalb gewisser Grenzen 
in der gleichen Zelle auch Teilchen anderer Reaktion vorkommen. Uber- 
wiegen aber an einem Teilchen die Hydroxylionen, an einem anderen die 
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Wasserstoffionen, dann mu8 ja daraus auch eine entgegengesetzte Ladung 
res ultieren. 

Bei der bipolaren Differenzierung verhalten sich die verschiedenen an- 
farbbaren Substanzen so, als ob die sauren eine andere Ladung hitten als 
die alkalischen, und es ist so, als ob nach der Richtungskérperbildung ein 
elektrischer Strom in der Richtung der Eiachse durch die Zelle ziehen und 
die vorher miteinander vermengten oder anders verteilten Teilchen nach 
den beiden Polen auseinander fiihren wiirde. 

Durch Diffusionserscheinung, Oberflaichenspannungsdifferenzen oder 
Schwerewirkung kann man die Stoffwanderungen bei der bipolaren Diffe- 
renzierung nicht erklaren. 

Gegen die erwihnte Klarung der bipolaren Differenzierung wurden einige 
Einwande vorgebracht, die erst schwerwiegend zu sein schienen, dann aber 
der Reihe nach experimentell widerlegt werden konnten. So wurde gesagt, 
daB es undenkbar sei, daB Kolloidteilchen von differenter Reaktion und 
Ladung in inniger Vermengung im kleinen Raum einer Zelle nebeneinander 
existieren kénnten, weil sie sich neutralisierten und ausfillen miiBten. Dem 
stand allerdings schon der experimentelle Befund gegeniiber, da8 man die- 
selben Komponenten des Protoplasmas, die bei der bipolaren Differenzierung 
auseinandergehen, auch schon vorher oft durch einfache Methoden geson- 
dert nachweisen kann. Von prinzipieller Bedeutung sind fiir diese Frage die 
klassischen Versuche von Arno Tiselius (1938) tiber die Elektrophorese 
von EiweiBgemischen. Vermischt man EiweiBkorper verschiedener Ladung 
miteinander, so kommt es innerhalb gewisser Grenzen keineswegs gleich zu 
einer Ausfaillung oder Komplexbildung irgendwelcher Art. Die positiven 
und negativen Teilchen bleiben in den meisten Fallen in der Mischung neben- 
einander bestehen. Fiihrt man dann einen Elektrophoreseversuch aus, so 
kommt es zu einer quantitativen Sonderung der Komponenten. Bei der 
Vermengung und der nachfolgenden Kataphorese fiihrt der Versuch die 
Zustiinde, welche ich fiir die Phasen vor und wahrend der bipolaren Diffe- 
renzierung annehme, gewissermaBen im Modell in idealer Weise vor. 

Weitere Einwande prinzipieller Art richten sich gegen die Beurteilung 
der Farbumschlage basischer Indikatoren: Ein Umschlag nach der basi- 
schen Seite kénnte z. B. vorgetaéuscht sein durch einen durch chromotrope 
Substanzen verursachten metachromatischen Farbumschlag, da viele der 
verwandten Farbstoffe metachromatisch sind, oder dadurch, daB rein 
lipophile Substanzen sich elektiv mit den Farbbasen anfarben, da diese 
sich in jenen Lipiden viel starker lésen als in Wasser. Eine mit Xylol oder 
Neutralfett ausgeschiittelte blaue Nilblaulésung in H,O geht mit tiefroter 
Farbe in die erwahnten lipophilen Stoffe iiber, ohne daB diese alkalisch sind. 

Beide Einwinde werden am Ei der SiiBwasserfische schon durch eine 
einzige Serie von Injektionsversuchen von mir (unverdéffentlicht) erledigt. 
Die groBen durchsichtigen Eizellen von Squalius cephalus (Sii8wasserfisch) 
lassen sich nimlich nach der Entfernung der Befruchtungsmembran leicht 
injizieren. Man kann sogar mehrere Injektionen an verschiedenen Stellen 
eines Eies ausftihren! Diese Méglichkeit benutzte ich, um in dieses Objekt 
wihrend der bipolaren Differenzierung lings der Eiachse je drei Injektionen 
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von Clarkschen Indikatoren auszufiihren: Eine in die Kuppel des Keimplas- 
mas, eine in die tropfige Ubergangszone an der Basis des Keimplasmas und 
eine in den Dotterabschnitt. Die Clarkschen Indikatoren sind saure Farbstoffe, 
die in lebende Zellen nur in seltenen Fallen eindringen. Sie sind weder meta- 
chromatisch noch lipoidléslich. Trotzdem erhielt ich bei geeigneter Auswahl 
des Indikators prachtvolle Farbtondifferenzen, deren Lage ganz denen der 
vitalfirbenden basischen Indikatoren entsprach. Es wurde Phenolrot im 
Keimplasma tiefrot, in der Tropfenzone ziegelrot und im Dotterabschnitt 
tief zitronengelb! 

In den Kriegsjahren habe ich umfangreiche Studien iiber die Unter- 
scheidung von Indikatorumschlagen von metachromatischen Farbreaktio- 
nen, iiber Lipoidreaktionen und spezifische Lipidfarbungen gemacht, die zu 
recht lehrreichen Ergebnissen gefiihrt haben (J. Spek 1940, 1942, 1944 und 
1951; J. Spek und G. Gillissen 1943). Davon seien hier nur einige An- 
wendungen auf das Problem der bipolaren Differenzierung mitgeteilt: Auch 
die schénen Anfairbungen des Keimplasmas der Fischeier im basischen Farb- 
ton basischer Indikatoren wurden von Drawert in Diskussionen als Far- 
bungen rein lipophiler Stoffe gedeutet. Es ergab sich aber, daB das Keim- 
plasma gar keine Lipide enthialt, weil sie bei der bipolaren Diffe- 
renzierung in entgegengesetzter Richtung in den Dotterabschnitt oder 
(wie z. B. die Oltropfen) in die neutrale Querzone gelangen. 

In Echtneublau, welches einen sehr hohen Umschlagspunkt hat, miiBte 
sich das Keimplasma des Fischeies im Sinne der Vorstellung Drawerts 
trotzdem im Farbton der Farbbase, also gelblichrosa, elektiv anfairben und 
in der lipophilen Substanz orange fluoreszieren. Nichts davon ist der Fall: 
Das Keimplasma farbt sich tiefblau an! Blau ist der Farbton des Farb- 
salzes, wenn seine Absorptionsbande bei Adsorption an irgendwelchen Zell- 
kolloiden aus Griin etwas nach Rot verschoben wird und dadurch auch in 
Gelb zu liegen kommt. Der Farbton des Farbsalzes in destilliertem Wasser 
ist schmutzigrosa. 

In rein lipophilen Substanzen miiBten sich auch die Farbséuren vieler 
saurer Farbstoffe elektiv speichern. Indikatoren dieser Art miiBten dann 
natiirlich ein ganz anderes, absurdes pH anzeigen im Widerspruch mit dem 
der Farbbasen. Bisher ist aber mit keinem einzigen sauren Indikator eine 
elektive Anfairbung des Keimplasmas der Fischeier im Farbton der Farb- 
siure gelungen. 

Der metachromatische Farbumschlag beruht auf der Entstehung eines 
stark dehydratisierten Komplexes zwischen Farbstoff und chromotroper 
Substanz, der ultramikroskopisch sichtbar sein kann und die Farbe des 
Farbsalzmolekiils zeigt (J. Spek 1940). Diese Komplexe sind in weiten 
Grenzen siurebestandig, waihrend die leicht léslichen nichtkolloidalen Farb- 
basen basischer Indikatoren, wie etwa Nilblausulfat BB oder Neutralrot}, 


1 Die kolloidalen Farbbasen mancher Farbstoffe, wie Brillantkresylviolett und 
Kresylechtviolett, sowie die noch gréber dispersen schwerléslichen Farbbasen anderer 
basischer Farbstoffe gehen in Kohlensiurewasser und selbst in staérkeren Sauren nur 
sehr allmahlich in das Farbsalz iiber. 
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schon im Kohlensaurestrom nach Neutralisierung des alkalischen kolloida- 
len Tragers nach dem Farbton des Farbsalzes umschlagen. Der Kohlen- 
sdureversuch ist daher unter geeigneten Umstinden ein Unterscheidungs- 
mittel fiir die beiden ihrer Natur nach voéllig verschiedenartigen Typen von 
Farbumschligen, welches sich auch an mikroskopischen biologischen Ob- 
jekten anwenden 1la8t (J.Spek 1940, J.Spek und G. Gillissen 1943). 

In gefarbten alkalischen wisserigen Vakuolen erfolgt der Farbumschlag 
nach der sauren Seite sofort. In dichten alkalischen Granulen kann er 
allerdings betraichtlich verzégert werden, wozu auch noch eine durch eine 
gleichzeitige Entfarbung der Granulen bedingte Komplikation durch Ver- 
drangung des Farbstoffes vom Adsorbens durch die Kohlensaure hinzu- 
kommen kann. Modellversuche an getrocknetem alkalischem Hiihner- 
eiweiB, dem vorher etwas Neutralviolett zugesetzt wurde und iiber welches 
nach der Trocknung ein Kohlensaurestrom geleitet wird, sind sehr lehrreich. 

Die vorhin erwahnten Arbeiten von 1940 und 1943 zeigten auch in drasti- 
scher Weise, daB, wenn ein metachromatischer Farbstoff mit einer chromo- 
tropen Substanz auBerhalb der Zelle die typische Fallungsreaktion und 
einen ausgepragten metachromatischen Farbumschlag gibt, es keineswegs 
ausgemacht ist, daB diese Reaktion auch innerhalb der Zelle erfolgt. 
AmO6ben scheiden z. B. an ihrer Oberflache eine stark chromotrope Mukoid- 
membran aus, die man nur mit orthochromatischen Lésungen von meta- 
chromatischen Farbstoffen mit einer Mikropipette von auBen anzupusten 
braucht, um sofort einen prachtvollen metachromatischen Farbumschlag 
zu erhalten. Injiziert man aber die gleiche Lésung in die Zelle, so behalt sie 
den orthochromatischen Farbton und es erfolgt iiberhaupt keine metachro- 
matische Reaktion, trotzdem auch in der Zelle eine Menge Mukoidsubstanz 
vorhanden sein muB, denn bei jeder Pseudopodienbildung wird ja die Mukoid- 
hille von innen heraus neu erginzt. 

Ausgeschiedener Speichel der Speicheldriisen von Chironomus-Larven 
farbt sich eventuell schon mit héheren Vitalfarbungskonzentrationen mit 
Kresylechtviolett in der typischen metachromatischen gelbrosa Farbe an; 
innerhalb der lebenden Speichelzellen erhalt man keinen metachroma- 
tischen Farbumschlag. Fiir die ausgeschiedenen Gallerthiillen der 
Seeigeleier gilt das gleiche. Auch sie geben den gleichen charakteristischen 
Farbumschlag mit CEV. Innerhalb der Zellen kommt dieser bei Vitalfar- 
bungen tiberhaupt nicht vor! 

Innerhalb der Zellen miissen also die chromotropen Substanzen in einem 
anderen physikalischen Zustand vorliegen, der eine Fallungsmetachromasie 
bei schwachen Farbstoffkonzentrationen iiberhaupt unméglich macht”. Man 
kann in schon mit metachromatischen Farbstoffen vital angefarbte Zellen 
chondroitinschwefelsaure Salze injizieren und der Farbton verschiebt sich 


2 Ich méchte in diesem Zusammenhang auf den interessanten Befund hinweisen, 
daB fester Streifen-Agar (Agar ist der Prototyp chromotroper Substanzen) sich in 
Toluidinblau groteskerweise im orthochromatischen Farbton anfarbt. Ein Agarsol 
dagegen gibt, wie erwartet, sofort die typischen metachromatischen Farbumschlage 
mit allen Symptomen der Fallungsmetachromasie. 
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in der Zelle trotzdem nicht nach der metachromatischen Seite. Dies zeigt, 
daB die Gefahr einer Tauschung durch metachromatische Farbumschlige 
bei Beurteilung von Indikatorumschlagen in lebenden Zellen, die L. Lison 
in den krassesten Farben gemalt hatte, jedenfalls stark tibertrieben worden 
ist. 

Man kann die bipolare Differenzierung an unbefruchteten Eiern von 
Nereis Dumeriliit durch hypertonische Lésungen von KCl auf Kommando 
auslésen und beim unbefruchteten Asterias-Ei mit reinen NaCl-'.dsungen 
aihnliche Stoffsonderungen eintreten lassen. Vielleicht ist ein polar unter- 
schiedliches Eindringen von Ionen an den beiden Polen der Eizelle die Ur- 
sache von Potentialdifferenzen, die dann die ganzen Stoffbewegungen aus- 
lésen. 

Die Richtungskérperbildung, die immer am Anfang der bipolaren Diffe- 
renzierung steht, ist vielleicht selbst schon ein Symptom derselben (Auf- 
steigen der Spindel zum Pol!). Die primare Ursache der ganzen Prozesse 
dirften Permeabilitatsdifferenzen sein. 

Meiner Ansicht nach sind die Methoden der Bestimmung von Potential- 
differenzen an lebenden Zellen noch immer nicht so, daB man daraus ein- 
deutige Schliisse ziehen kann. Dieser Umstand hat die Entwicklung der 
Probleme der bipolaren Differenzierung so lange aufgehalten. 


Wir miissen jetzt noch eine Erscheinung diskutieren, welche fiir die 
vorliegende Arbeit von besonderer Bedeutung ist. An dem Nereis-Ei kann 
man so sch6én verfolgen, da8 sich in den Blastomeren eine bipolare Differen- 
zierung wiederholt (J. Spek 1930 und 1934). In benachbarten Blastomeren 
vollzieht sie sich in diesem Fall jeweils unabhingig von der der anderen. 
Durch diese Differenzierungsprozesse wird z. B. die spezifische Substanz der 
Mikromeren etappenweise ausgesondert. Auf spiteren Entwicklungs- 
stadien, wenn der Zusammenhalt der Zellen der embryonalen Epithelien 
ein innigerer wird, treten bei Farbung mit Indikatoren kontinuierliche 
Farbtongefalle auf, welche sich tiber ganze Epithelareale oder iiber 
ganze zusammenhangende Zellmassen erstrecken und so liickenlose 
Gradienten darstellen, daB sie unméglich als Mosaik voneinander unab- 
hangiger Bausteine entstanden sein kénnen. Ein Beispiel der letzteren Art 
hat Ernst Arnold (1936) am Embryonalknoten des Miuseeies beschrie- 
ben. Zum Studium des erstgenannten Differenzierungstyps sind durchsichtige 
kleine Embryonen von Cephalopoden auf dem Stadium, auf dem schon 
Augen, Augenlappen, Trichter und Armansitze vorhanden sind, ein aus- 
gezeichnetes Material. Ich fiihrte diese Untersuchungen noch vor mehr als 
20 Jahren an dem Marine Biological Laboratory in Woods Hole, 
USA, an Loligo-Embryonen aus. Die Versuche sind leider ein Fragment 
geblieben und daher auch nicht verdffentlicht worden. Vitalfairbungen 
etwa mit Kresylechtviolett ergaben, daB viele der genannten Organanlagen 
wahrend ihrer Entstehung keineswegs eine gleichmaBige Farbe in einem 
Farbton annehmen, sondern da an ihnen, rechts und links in genau der 
gleichen Weise, wunderbare gesetzmaBige Farbgradienten entstehen, mit 
dem sauersten Farbton am einen und dem alkalischsten am anderen Ende. 
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Das entstehende Farbungsbild ist ganz so wie bei der bipolaren Differen- 
zierung der Kizellen und legt den Gedanken nahe, daB das gleiche Prinzip 
der Differenzierung auch in der spiteren Entwicklung bei der Entstehung 
der ersten Anlage bestimmter Organe wirksam wird, nur miiBte in diesem 
Falle die Wanderung der Substanzen von Zelle zu Zelle erfolgen, und es 
muBte sich um relativ feindisperse Stoffe handeln, die durch Zellgrenzen 
durchwandern kénnen. 

Dem Sinne nach gleichlautende Feststellungen wurden auch an regene- 
rierenden marinen Hydroidpolypen bei Farbungen mit ganzen Serien von 
Indikatoren gemacht. Diese Untersuchungen sind aber noch nicht abge- 
schlossen. Diese Objekte miissen wir deswegen besonders im Auge behalten, 
weil an vielen Hydroidpolypen-Arten schon mit Erfolg Potentialmessungen 
durchgefiihrt worden sind und somit die Hoffnung besteht, Vitalfarbungen 
mit Indikatoren, Substanzwanderungen und Potentialverteilungen am 
gleichen Objekt zu studieren und damit endlich den Kreis der Beweisfiihrung 
zu schlieBen. 

Liickenlose Axialgradienten des Farbtones, der Farbbarkeit oder anderer 
Faktoren in zusammenhangenden Zellmassen sprechen, allgemein ausge- 
driickt, immer dafiir, daB die Areale von Zellen, welche sie zeigen, unter 
einer einheitlichen Kraftwirkung stehen, physikalisch betrachtet ein ein- 
heitliches Kraftfeld darstellen. Wir wollen auch an unserem Objekt der 
Frage nachgehen, ob solche Kraftwirkungen nicht irgendwie zu Differen- 
zierungen vorher indifferenter Zellmassen fiihren kénnen. 


Material und Methoden 


Die Untersuchungen wurden an Gemmulen von /phydatia miilleri Lbk. 
in der Hauptsache mit Methoden der Vitalfarbung ausgefiihrt. Da manche 
sich von selbst aufdringende Fragen nur durch histologische Methoden von 
konserviertem Material beantwortet werden kénnen, wurde eine Parallel- 
untersuchung der Gemmulen und ihrer Entwicklung mit diesen Methoden 
von Fraulein Diplom-Biologin Ursula Ringer an unserem Institut aus- 
gefiihrt (1954). Damit viele fiir beide Untersuchungen bedeutungsvolle 
Erfahrungen am Material nicht allzu ausfiihrlich wiederholt zu werden 
brauchen, méchte ich ausdriicklich auf diese Arbeit hinweisen. 

Um dem Nichtzoologen das Verstaindnis des Objekts zu erleichtern, 
méchte ich hier folgende allgemeine Erliuterungen vorausschicken: 

Gemmulen sind kleine Kapseln, welche im Ké6rper der Sii®wasser- 
schwimme entstehen. Sie sind von einer festen Hiille umgeben und besitzen 
einen zunichst verschlossenen Porus. Sie sind erfillt von einer Masse 
gleichartiger embryonaler Zellen. Wahrend das alte Tier im Herbst abstirbt, 
iiberdauern die Gemmulen die kalte Periode. Die Zellen kriechen dann 
im Frihjahr durch den aufgesprungenen Porus heraus und breiten sich auf 
einer festen Unterlage zu einer hauchdiinnen Schicht aus. In dieser sind 
die in der Arbeit unterschiedenen drei Zonen konzentrische Areale der 
diinnen Scheibe. Das auBerste Areal ist der nur sehr schmale ,,Randsaum“, 
dann folgt die ,,Randzone‘‘ und dann das ,,Keimzentrum‘‘. Innerhalb der 
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diinnen Schicht zunachst ganz gleichartiger Zellen vollzieht sich in wenigen 
Stunden oder Tagen die Differenzierung zu einem fertigen Schwamm mit 
allen seinen Gewebearten. Dies ist der Punkt, der das Objekt so reizvoll 
macht. Dazu kommt, daB die cytologischen Bilder, die man bei starker 
VergréBerung bekommt, denen der schénsten Gewebekulturen gleich- 
kommen. 

Man hat die Gemmulen auch ungeschlechtliche Fortpflanzungskérper 
genannt, weil bei ihnen das neue Individuum nicht aus einer befruchteten 
Eizelle, sondern aus einer Masse embryonaler Zellen entsteht. 

Bilder von ganzen und ausgekeimten Gemmulen findet man z. B. in der 
Arbeit von Gertrud Wintermann-Kilian (1951). 

Auch mein Material stammte aus der oberen Warnow und wurde 
Mitte Oktober in der Nahe des Dorfes Kessin gesammelt. Wir lieBen die 
Schwimme in durchliifteten kleinen Aquarien faulen oder holten spater im 
Jahr, wenn die alten Tiere in der Natur schon abgestorben waren, nochmals 
Material. Die Gemmulen wurden dann bis zu den ersten wirmeren Friih- 
lingstagen in einem kihlen Aquarienraum bei 8—9°C gehalten. Spiter 
wurden sie in einen Eisschrank von + 4—5° C Temperatur iiberfiihrt. In 
einem solchen bleiben sie sogar bis in den zweiten Winter hinein keimfahig, 
vielleicht sogar noch linger. Ein Teil von ihnen wird zwar leer und die Zahl 
der Tage, nach denen sie im zweiten Winter auskeimen, ist ungefahr doppelt 
so groB, aber die Entwicklung bleibt normal und sie bieten einen groBen 
Vorteil: Differenzierungsprozesse laufen an ihnen langsamer ab, so daB man 
mit den Beobachtungen besser nachkommt. 

Da das Rostocker Leitungswasser gefiltertes FluBwasser ist, ist es, ab- 


gesehen von der wechselnden Chlorierung, auch ein ideales Kulturmedium 
fiir FluBtiere. Zur Entfernung des Chlors mu8 man das Wasser einige Wo- 
chen in groBen offenen Behaltern halten. Schwankungen der Konzentration 
des Wassers sind fiir die Objekte belanglos. Auch kleine Mengen von Chlor 
werden noch vertragen (U. Ringer). Nach Mitteilung des Bezirksinstituts 
fiir Hygiene in Rostock hatte das Rostocker Leitungswasser am 30. No- 
vember 1955 folgende Zusammensetzung : 


Sn Ts Fon teas aie AI ek 7,3 
Geruch. .. . uit ares schwacher Chlorgeruch 
Geldste feste Bestandteile (Abdampfrickstand) . eae we hs 376 = mg/l 
Chlor (Cl) oar ag 59 
entsprechend Kochsalz (NaCl) .........2... 97 
Salpetersiure (N,O,) 

Salpetrige Saéure (N,O,) 

Schwefelsiure (SO,) .. . . 

Kohlensaure (CO,) (gebundene) 

Ammoniak (NH,) . 

Eisen (Fe) 

Mangan (Mn)... . 

Kalzium (Ca) 

Magnesium (Mg) 
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oss lg a soc 5° C 
ee Ae eee a eer ae am rine eer ies a 0,2 g/m* 
Se ee erred re een eee 11,6 
I ag i A gS ga GRY Si tes 14,0 
Kaliumpermanganatverbrauch. ........4.... 19 
Keimzahl in Kubikzentimetern . ........... + 
Krankheitserreger . : 

Bact. coli bis 100 cm? nicht ‘nachgewiesen 

Bac. mesentericus gefunden. 


Beurteilung: 


Der Kaliumpermanganatverbrauch zur Oxydation der organischen Sub- 
stanzen ist erhéht. Anorganische Stickstoffverbindungen sind nicht nach- 
weisbar. 

In bakteriologischer Hinsicht ist das Wasser einwandfrei und fiir Trink- 
und Wirtschaftszwecke verwendbar. 

Ich danke Herrn Professor Dr. Dr. Fritz Sander fiir die freundliche Uber- 
mittlung des Befundes. 

Nach eigenen unter einem etwas atte Datum ausgefiihrten kolori- 
metrischen Bestimmungen ergab sich ein héheres pH von etwa 7,6. Kresol- 
rot zeigte eine blasse, aber doch schon deutlich purpurrote Ténung. Manch- 
mal kann das pH des Leitungswassers sogar noch etwas héher sein. 

Ich lieB die Gemmulen auf Deckglaisern auskeimen, welche bei Vital- 
farbungen in die Farblésung hineingelegt werden konnten. Nach der Far- 
bung wurden sie dann umgeklappt und, mit Plastilinfii®chen versehen, auf 
Objekttrager aufgelegt. So konnte das Objekt bei starkster mikroskopischer 
VergréBerung betrachtet werden. 

Meine Hauptmethode waren Vitalfirbungen. Ich fiihrte diese zunaichst 
nach den an anderen Objekten bewahrten Methoden mit sehr verdiinnten 
Lésungen aus, deren Farbton sehr bla8 war. Die Stammlésungen der Farb- 
stoffe waren 0,1°%%ig. Von diesen wurden je nach Bedarf und je nach Farb- 
stoff 1 bis 2 Tropfen zu 10 cm® chlorfreiem Leitungswasser zugesetzt. Die 
Giftigkeit der Farblosungen ist recht verschieden. Manche werden aber von 
den sich ausbreitenden jungen Keimen recht gut vertragen. 

Das Prinzip der Differenzierungen, welches unten dargelegt werden soll, 
konnte auch schon mit diesen blassen Farbungen erkannt werden. Dann 
hat sich aber ein Faktor ergeben, der eine Abainderung und Erweiterung der 
Methoden nétig machte. Es hat sich namlich gezeigt, daB schon eine ziemlich 

_kraftige Anfarbung der auskeimenden Gemmulen, wenn man die Objekte in 
Schalchen noch stehen laBt, in ein bis zwei Stunden wieder verblassen kann, 
trotzdem die Lésung noch so viel Farbstoff enthalt, daB eine weiter fort- 
schreitende Anfairbung hatte stattfinden kénnen. Der Farbstoff -wird 
offenbar reduziert. Gewisse leicht reduzierbare Stoffe wie JanusgriinB 
farben intakte Zellen frisch ausgekeimter Gemmulen iiberhaupt nicht an. 
Treten aber aus zerrissenen oder cytolysierten Gemmulazellen die EinschluB- 
k6érper (wir wollen sie in Zukunft ,,Schollen‘“ nennen) aus der Zelle in das 
Medium aus, so farben sie sich intensiv griin an. Die Schollen sind also an 
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sich leicht farbbar. Innerhalb der Zelle wird aber JG-B reduziert, so daB 
keine Farbung in Erscheinung tritt. Rote Zwischenprodukte der Reduktion 
habe ich dabei nicht beobachtet. 

Auch in Toluidinblau tritt, wenn man mit verdiinnten Farblésungen bis 
zu fimf Stunden lang oder mit einer 0,05%igen 10 Minuten lang farbt, 
trotzdem der Farbstoff sonst so leicht in lebende Gewebe eindringt, keine 
Spur einer Anfairbung ein. Auch hier méchte ich die Erscheinung auf eine 
Reduktion des Farbstoffes zuriickfihren. 

Ich glaube aber, daB dieser negative Befund in einer Hinsicht doch lehr- 
reich ist. Toluidinblau ist ein stark metachromatischer Farbstoff. Waren 
in den auskeimenden Gemmulen chromotrope Substanzen vorhanden, 
miBten diese den Farbstoff im Bruchteil einer Sekunde an sich reiBen und 
in die metachromatische Modifikation iiberfiihren, noch ehe eine allmiahlich 
verlaufende Entfairbung eintritt. Setzt man zu einer 1%igen Agarlésung 
zuerst so viel Ascorbinsadure zu, daB sie ausreicht, den nachher noch zuzu- 
setzenden Farbstoff vollstiindig zu reduzieren, und fiigt dann tropfenweise 
Toluidinblaulésung hinzu, so entsteht sofort der rotviolette Agar-Farb- 
stoffkomplex, und nur ganz allmahlich wird dann der Farbstoff entfarbt. 

Zur genaueren Beurteilung der Farbungsergebnisse an den Gemmulen 
miuBte man erst die quantitativen Verhaltnisse, vor allem die Starke der 
Reduktion kennen. 

Meine Vermutung, daB der metachromatisch ausgefallte Farbstoff durch 
reduzierende Agenzien nicht mehr angegriffen werden kénnte, hat sich, wie 
Modellversuche, die Herr Dr. H. Woohsmann an unserem Institut aus- 
fiihrte, zeigten, nicht bewahrheitet. 

Bei den Toluidinblau-Versuchen mit auskeimenden Gemmulen habe ich 
jedenfalls nirgends auch nur das kleinste rote Granulum auftreten sehen. 

Mit den schwachen Lésungen von Kresylechtviolett lassen sich an 
leichtfarbbarem Material, wie wir spiter noch sehen werden, die ganzen 
hellen Randzonen der ausgebreiteten Gemmulen in einigen Stunden diffus 
violett anfairben. In der ersten Saison trat die Farbung immer ein und war 
nicht zu tibersehen. Im nachsten Jahr dagegen erschien sie, wenn man sie 
unter genau den gleichen Umstanden ausfiihrte, entweder gar nicht oder war 
nur andeutungsweise zu sehen. Manchmal war sie auch etwas unregelmaBig, 
fleckig. Ihr Farbton war aber das gleiche Violett wie im Vorjahre. Auch 
diese Befunde sprechen ganz dafiir, daB eine Reduktion und damit Ent- 
farbung des Farbstoffes stattfinden kann, die bei einem Material stiarker, 
beim anderen schwacher ist. Bei mittelstarker Farbbarkeit konnte auch 
festgestellt werden, da die Farbbarkeit beim gleichen Material bei nie- 
driger Temperatur (etwa bei 16°C Zimmertemperatur) besser war als bei 
héherer. Da bei hoéherer Temperatur auch die Differenzierungsprozesse, 
auf die es mir ja besonders ankam, viel rascher ablaufen als bei niedriger, 
fiihrte ich nach langerer praktischer Erfahrung die meisten Versuche an 
kalten Wintertagen aus, an denen die Temperatur meines nach Norden ge- 
legenen Zimmers auf 16° gehalten werden konnte und nachts noch tiefer 
absank. Ein Warmeschrank fiir diese Temperaturen stand mir damals noch 
nicht zur Verfiigung. Temperaturen von Sommertagen mit 23 bis 24° C 
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fiihrten in bezug auf die erérterten Dinge zu ganz unbefriedigenden Er- 
gebnissen. 

Auf Grund dieser Erfahrungen versuchte ich bei jenem Material von 
mittelstarker Farbbarkeit vom Jahre 1954/55 auch Farbungen mit we- 
sentlich héherer Konzentration, die dafiir aber nur ganz kurze Zeit (etwa 
8—12 Minuten) dauerten, worauf dann eine Riickfiihrung des Objektes in 
reines Wasser erfolgte. Meine Uberlegung war die, da8 unter diesen Um- 
stiinden eventuell eine deutliche Firbung zu erreichen wire, bevor die 
Reduktion starkere AusmaBe erreicht und den ganzen Farbstoff entfairbt 
hatte. Natiirlich mu8 bei diesem Verfahren nach verschiedener Richtung 
hin eine Kontrolle durchgefiihrt werden, ob bei diesen Konzentrationen die 
Zellen nicht geschadigt oder sonstwie andersartige Verhaltnisse geschaffen 
wiirden. Diese Kontrollen sind bei verschiedenen Farbstoffen naturgema8 
verschiedener Art, so da sie erst in den betreffenden Abschnitten be- 
sprochen werden sollen. 

Es hat sich ergeben, daB bei der Methode der kurzen Anfarbungen mit 
stirkerer Farblésung einigen Nachteilen iiberraschende Vorteile gegeniiber- 
stehen. 

In den unten folgenden Berichten sollen fiir die Farbstoffe meine alten 
Abkiirzungen verwendet werden. Es bedeutet: NR = Neutralrot, NV = 
Neutralviolett, NB = Nilblau, JG = Janusgriin, CEV = Kresylechtviolett, 
BCV = Brillantkresylviolett, AO = Acridinorange, P = Pyronin, BCP = 
Bromkresolpurpur, BTB = Bromthymolblau, PR = Phenolrot und CR = 
Cresolrot. 

Fir farbenphotographische Aufnahmen sind die Bilder der Vitalfarbun- 
gen nicht intensiv genug. Eine Wiedergabe der komplizierten Bilder in 
Handzeichnungen erfordert dagegen soviel Zeit, daB die Objekte unter dem 
Deckglas geschadigt werden. Man muB sich daher mit Handzeichnungen 
von einzelnen Details begniigen, die ich bei anderer Gelegenheit publi- 
zieren werde. 

Da die bei der Differenzierung zu unterscheidenden Etappen am schén- 
sten an Hand von Neutralviolettfarbungen demonstriert werden konn- 
ten und mit diesem Farbstoff in der erfolgreichen Saison des Winters 1954/55 
die vollstandigsten Serien von Farbungen gelangen, soll mit ihrer Darstel- 
lung begonnen werden. 


Versuche mit Neutralviolett 


Neutralviolett gehért wie Neutralrot zu den Azinen. Unter diesen pflegt 
man die beiden genannten und einige verwandte Farbstoffe zu den soge- 
nannten Eurhodinen zusammenzufassen. 

NV ist ein empfindlicher Indikator mit auffalligen Farbanderungen. 
Das Farbsalz ist bis gegen pH = 7,2 rosarot, dann erfolgt ein Umschlag 
nach einem fahlen Gelblichrot. Bei weiterer Steigerung des pH verschiebt 
sich der Farbton noch etwas nach Gelb, bis er dann bei pH = 8,0 ein auf- 
falliges Ockerbraun wird. Dieses wird bei weiterer Steigerung der Alkalini- 
tat noch viel intensiver. 

Der Farbstoff ist metachromatisch. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 
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Die Farbbase ist schwer léslich und fallt in den Phosphatpuffern leicht 
aus. Sie lést sich in Xylol mit gelbbrauner Farbe. 

Der Farbstoff wird von den meisten Zellen gut vertragen und wird ver- 
haltnismaBig wenig reduziert (vgl. aber auch 8. 677). 

Vitalfarbungen wurden mit beiden Methoden ausgefiihrt. Bei den kurzen 
Anfairbungen mit konzentrierteren Lésungen wurden 0,05%ige Lésungen 
verwendet. Diese wurden so hergestellt, da8 kurz vor dem Versuch zu der 
0,1%igen Stammlésung das gleiche Volumen einer NaCl-Lésung (1 cm* 
einer 0,1 » NaCl-Lésung auf 19 cm* dest. Wasser) zugesetzt wurde. Von 
dem Objekt wurde der Tropfen Leitungswasser auf dem Objekttrager mehr- 
mals durch die erwihnte NaCl-Lésung ersetzt und dann nach nochmaligem 
weitgehendem Absaugen das Objekt mit der 0,05%igen Farblésung iiber- 
schichtet. Eine gewisse Verdiinnung durch den Rest des Wassers tritt da- 
bei wohl sicher noch ein. Gefarbt wurde 10 Minuten lang. Dann wurde 
wieder mit der NaCl-Lésung ausgewaschen. Da die Farbbase schwer lés- 
lich ist, fallt bei Mischung der Farblésungen mit dem alkalischen Leitungs- 
wasser viel von ihr aus. Dies wurde durch die Verwendung der NaCl-Lé- 
sung vermieden. AuSerdem wurde durch sie die Méglichkeit ausgeschaltet, 
daB der alkalische Farbton der peripheren Keimbezirke (s. u.) irgendwie 
durch Eindringen des alkalischen Kulturmediums verursacht wird. Hy- 
droxylionen physiologischer AuBenmedien dringen zwar in intakte Zellen 
kaum ein, aber in der starkeren Farblésung kénnten ja anormale Verhiltnisse 
vorliegen. 

Das Verstiandnis der Versuchsergebnisse diirfte erleichtert werden, wenn 
ich folgendes vorausschicke: In der ersten Stunde nach Beginn des Aus- 
schliipfens konnen sich die ausgetretenen Zellen farberisch noch alle gleich 
verhalten (vgl. 8. 675). 

Bei weiterer Ausbreitung beginnt aber auch schon die Differenzierung. 
Es bildet sich ein breiter, stark aufgehellter Randbezirk, in dem die 
EinschluBk6rper der Zellen, die Schollen, schon stark zerkliiftet sind, wah- 
rend in den Zellen der dunkleren Mitte des Keimes vorwiegend unzerkliiftete 
Schollen gefunden werden. Bei Anfarbung mit Indikatoren farben sich die 
unzerkliifteten Schollen des Keimzentrums langsam im Farbton der sauren 
Seite an, im Randbezirk dagegen nimmt alles, was sich anfairbt, die zerkliif- 
teten Schollen, etwaige Vakuolen und das Plasma, sofern es sich diffus an- 
farbt, den Farbton der alkalischen Seite an. 

Die drei bis vier periphersten Schichten von Zellen des Randbezirkes 
kénnen sich strukturell und farberisch besonders verhalten. Wir wollen 
sie Zellen des ,,Randsaumes‘ nennen. 

Im Randbezirk verschwinden die zerkliifteten Schollen in den Zellen 
immer mehr, und damit werden auch die Farbdifferenzen immer unauf- 
falliger. 

Die Zellen mit den kleiner gewordenen, zerkliifteten Schollen sind auch 
im ungefarbten Praparat ohne weiteres zu sehen, und damit ist auch die 
Unterscheidung der drei Stadien auch am ungefairbten Praiparat méglich, 
kann aber durch eine kurze Anfarbung mit den stiarkeren Farblésungen 
doch viel lehrreicher demonstriert werden. 
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Bei der langen Anfarbung mit den schwachen Lésungen bleibt der Rand- 
saum immer ungefarbt und die groBen Schollen der zentralen Zellmasse 
werden meist nur sehr allmahlich blaB angefirbt, so daB die scharfen Kon- 
traste fehlen. 

Die Zellen mit den zerkliifteten Schollen fairben sich in schwachen Farb- 
lésungen auch nur unauffiallig an. 

Von besonderem Interesse ist ein Versuch, der mit einer eben ausge- 
schlipften Gemmula ausgefiithrt worden war. Auch diese war mit der star- 
keren NV-Loésung kurz angefairbt worden. Der Keim kann héchstens eine 
Stunde alt gewesen sein, da eine Stunde vorher noch keine ausgetretenen 
Zellen sichtbar waren. Die Zellen hatten noch alle gleiches, indifferentes 
Aussehen. Die Schollen waren zum gréBten Teil unzerkliiftet und hatten 
sich im NV grau-rosa, im Farbton der sauren oder neutralen Farblésung 
gefarbt, zeigten also ein Bild, wie man es spiter in dem Keimzentrum 
immer zu sehen bekommt. Betrachtete man aber den Keim bei schwicherer 
VergroBerung im Ubersichtsbild, dann konnte man ohne Miihe eine blasse, 
diffuse, im Plasma sitzende Ziegelrotfarbung erkennen. 

Auch an etwas alteren, schon etwas ausgebreiteteren Keimen habe ich 
mit Sicherheit feststellen kénnen, daB die Zellen mit noch unzerkliifteten 
und rosa gefairbten Schollen bis zur Peripherie des Keimes gehen und somit 
zwischen Peripherie und Zentrum des Keimes noch kein auffalligerer Unter- 
schied vorhanden ist. Diese Etappe der Entwicklung wollen wir Stadium I 
nennen. Die diffuse Ziegelrotfirbung ist in diesem Stadium schon 
blasser geworden, mehr so ein blasses Gelblichrot, wie es schwach alkalische 
Lésungen im Reagenzglas zeigen. Ob diese Diffusfairbung in den zuallererst 
ausgetretenen Farbungen der halb geschliipften Gemmula nur deswegen in- 
tensiver erscheint als spiter, weil die Zellen noch in dickerer Schicht iiber- 
einander liegen, oder ob in den zuerst austretenden Zellen gewisse alkalische 
Stoffe am starksten angereichert sind, muB noch offen bleiben. 

Auf dem nachsten Stadium (Stadium II) erhalt man mit den stairkeren 
NV-Lésungen Bilder von wunderbarer Schénheit: Im Zentrum sind die 
Zellen so geblieben, wie sie auf Stadium I im ganzen Keim waren. Die 
Schollen sind im wesentlichen unzerkliftet und rosa gefairbt. In einer 
breiten randlichen Zone dagegen hat sich das Bild véllig veraindert. Im 
ganzen hat sich die Zone stark aufgehellt. Die Aufhellung beruht auf einer 
teilweisen Auflésung und einer Zerkliiftung der Schollen. In den zerkliifteten 
Schollen ist der Farbton des NV allenthalben umgeschlagen. Sie 
erscheinen orange mit mehr oder weniger starken Variationen des Farbtones 
nach Gelbbraun oder Rotorange. Einzelne améboid gelappte, wohl durch 
stirkere Ausbreitung gréBer erscheinende, mit intensiv orange leuchtenden 
kleinen Granulen vollgepfropfte Zellen fallen im Gesamtbild besonders ins 
Auge und sehen bei starker VergréBerung besonders farbenprachtig aus. 
Der ganze Randbezirk erscheint auf diesem Stadium mit orangefarbigen 
Granulen (mit den erwaihnten Variationen) erfiillt. 

Zerstreut iiber die Randzone findet man einzelne Zellen, welche eine 
groBe Vakuole enthalten (in der Literatur meist als Blasenzellen bezeichnet). 
Thr Inhalt farbt sich in NV sattorange. 


43* 
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Der fahle diffuse gelblichrote Farbton des Protoplasmas ist bei schwacher 
VergréBerung meist deutlich erkennbar. 

In manchen Fallen wird das Farbungsergebnis dadurch noch vervoll- 
stiindigt, daB sich die Zellen des nur wenige Zellschichten umfassenden, 
schon oben definierten auBersten Randsaumes in NV in auffalliger Weise 
elektiv anfairben. Weshalb dies nicht immer geschieht, weshalb sie bei an- 
deren Gemmulen bei der gleichen Behandlung ungefirbt bleiben, konnte 
ich bis jetzt nicht ermitteln. Vielleicht hingt es mit einer verschieden 
starken Reduktion zusammen. Vielleicht wird dieser Zustand auch zu rasch 
durchlaufen. Wenn die Anfarbung gelingt, ist das Ergebnis immer das 
gleiche: Die Zellen erscheinen dann dicht erfillt von ockerbraun _ge- 
firbten Granulen und der ganze Keim erscheint dann umzogen von.einem 
diinnen, tief ockerbraun gefarbten Saum. Das ist der Farbton, den der 
Farbstoff bei hoher Alkalinitaét (bei tiber pH = 8,2) annimmt. 

In den meisten Fallen bestand der Randsaum ausschlieBlich aus den mit 
braunen Granulen erfiillten Zellen. In einigen wenigen Fallen dagegen er- 
schien er wie gespickt mit den oben beschriebenen améboiden Zellen des 
Randbezirkes, die wie dort vollgepfropft waren mit rotorangefarbigen Brok- 
ken und Vakuolen. Dieses farbenprichtige Bild ist nicht leicht eindeutig zu 
erkliren. Wahrscheinlich streben die amdboiden Zellen so weit wie méglich 
peripheriewarts vorzudringen, und wenn sich im Differenzierungsgradienten 
der Randsaum schon ausgebildet hat, kriechen sie eventuell sogar zwischen 
die Randsaumzellen hinein. Aber ob sie dann selbst zu Randsaumzellen 
werden und ob dies vielleicht das erste Bild bei der Entstehung des Rand- 
saumes ist, konnte ich noch nicht ermitteln, da ich das Bild noch zu selten 
zu sehen bekommen habe. 

Alle eben beschriebenen Farbungen wurden durch eine 10 Minuten lange 
Anfarbung mit der 0,05°% igen NV-Lésung erreicht. Nach dem Auswaschen 
des Farbstoffes mit der oben erwaihnten NaCl-Lésung zeigten die Zellen 
keine Anzeichen von Cytolyse. Die Zellkerne waren ungefirbt und kaum 
erkennbar. Die amdboid gelappten Zellen zeigten allerdings keine Plasma- 
stro6mung. In einer Reihe von Fallen konnte ich feststellen, daB sich die 
Keime nach dem Auswaschen des Farbstoffes weiter ausbreiteten und 
weiterentwickelten. 

Ein Protokoll iiber eine solche Kontrolle war besonders interessant: 
Eine 10 Minuten lange Anfarbung eines jungen Keimes mit der tiber ihn 
geschichteten 0,05°% igen NV-Lésung hatte ergeben, daB es sich noch um 
ein Stadium I handelte. Die Schollen waren in den Zellen bis an die Peri- 
pherie des Keimes noch alle unzerkliftet und rosa gefairbt. Der Keim wurde 
dann mit der NaCl-Lésung ausgewaschen und darin weiter aufbewahrt. Er 
breitete sich auf dem Deckglas mit glattem Rande weiter aus. Am zweiten 
Tage war die Farbung zwar schon viel blasser, aber der Farbton immer noch 
zu erkennen. Inzwischen hatte aber der Keim Stadium II erreicht. Die 
Schollen zeigten schon vielfach Zerkliiftung und ihr Farbton war in ein 
Kupferbraun bis Orangerot umgeschlagen! 

Mit der anderen bei den Neutralrotversuchen zu besprechenden Methode 
der kurzen starken Anfarbung der Keime, bei der die 0,05%igen oder noch 
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stirkeren Farbloésungen unter dem Deckglas bis nahe an das Objekt durchge- 
saugt wurden, wurden mit NV nur wenige Versuche durchgefiihrt, da bei 
der Methode der Uberschichtung des Objektes mit der Farblésung die 
Farbungen gleichférmiger ausfallen und quantitativ besser reproduzierbar 
sind. 

Auch in verdiinnten Lésungen war es mir vorher schon gelungen, Farb- 
differenzen an den Einschliissen des Randbezirkes und des Keimzentrums 
zu erkennen. Da aber gerade die Zellen mit den stark zerkliifteten Schollen 
auf diese Weise nicht anzufarben sind, fehlten den Bildern die auffilligsten 
Einzelheiten der oben beschriebenen Versuche. 

Da in den Versuchen das alkalische AuBenmedium zur Kontrolle durch 
eine schwach saure NaCl-Lésung ersetzt war, kann der Umschlag des Farb- 
tones in dem Randbezirk auch nicht durch jenes verursacht gewesen sein. 

Auch in den NV-Versuchen kann die Entfarbung des Farbstoffes viel 
starker sein, als sie in den eben beschriebenen Versuchen war. In Gemmulen 
gleicher Herkunft und gleicher Vorgeschichte stimmt sie iiberein, aber in 
der nachstfolgenden Saison kann sie wieder anders sein, so daB bei jedem 
neuen Material, welches man zu den Versuchen vornimmt, immer wieder 
neue Kontrollen mit einer ganzen Serie von Farbstoffen ausgefiihrt werden 
miissen, ehe man die Situation einigermaBen richtig beurteilen kann. Das 
kann einem das Arbeiten mit diesem Objekt griindlich verleiden und war 
auch der Grund davon, daB sich die Publikation der gesammelten Ergeb- 
nisse so sehr verzogert hat. Aber schlieBlich sind die bisher gesammelten 
positiven Ergebnisse doch so interessant, daB sich meiner Ansicht nach 
die Miithe und Ausdauer doch gelohnt hat. 

Bei dem Material der letzten Saison war die Farbbarkeit der ausgekeim- 
ten Gemmulen in NV so gering, da8 zum Beispiel eine Anfarbung der Zellen 
mit zerkliifteten Schollen der Randzone iiberhaupt nicht zu erreichen war, 
so daB das hiibscheste und wichtigste Detail der Differenzierung verborgen 
blieb. Es farbten sich nur die unzerklifteten Schollen im Keimzentrum und 
in den Zellen, die mit solchen bis in die Randzone gelangt waren, an. Dieses 
negative Bild war aber insofern doch von Interesse, als es zeigte, daB die 
Reduktion des Farbstoffes in der Randzone stirker sein muB als im Zentrum. 
Bei starker oder auch nur mittelstarker Anfirbbarkeit des Keimes kann 
dieser Unterschied nicht erkannt werden. 

Qualitativ (etwa im Farbton) ist zwischen den Farbungsergebnissen bei 
schwacher und starker Farbbarkeit kein Unterschied zu erkennen. 

Die sehr schlechte Anfairbbarkeit des Materials der letzten Saison war 
auch die Ursache, daB ich Kohlensaéureversuche noch nicht im gewiinsch- 
ten Ausma8 ausfiihren konnte. Sie sollten im Sinne des auf S. 667 Ge- 
sagten die Frage weiter kliren, ob bei den beschriebenen Farbbildern irgend- 
welche metachromatische Farbumschlage beteiligt sind. Zu diesen Ver- 
suchen sind ziemlich kraftige Farbungen im alkalischen Farbton nétig. 
Diese blieben ja aber, wie erwahnt, gerade vollig aus. Welchen Verlauf die 
Kohlensaureversuche am Schwammaterial nehmen, geht im Prinzip aus 
einigen Daten iiber Neutralrotversuche (vgl. 8. 680) hervor. 

In dem Randbezirk schreitet die Auflésung der Fragmente der Schollen 
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und die dadurch bedingte Aufhellung immer weiter fort (Stadium III), 
wihrend in den Zellen des Keimzentrums die bis zur histologischen Diffe- 
renzierung zu GeiBelkammern an Ort und Stelle liegen bleiben, die Schollen 
noch lange erhalten bleiben. Damit ist die wichtigste Etappe der onto- 
genetischen Differenzierung, die Ausbildung von Ektoderm und Entoderm, 
vollzogen. An weiteren Stadien ist mit Vitalfirbung nicht mehr viel auszu- 
richten. Im Inneren des fertigen Schwimmchens beginnen sich wieder die 
diffus verteilten und sich mit Brillantkresylviolett blaBrosa firbenden 
Substanzen (vgl. 8S. 681) anzureichern. An Oscularrohren, die sich nur sehr 
bla8 anfarben lassen, konnten in bezug auf ihre Polaritaét keine Farbungs- 
differenzen nachgewiesen werden. 

Die bei der Ausbreitung des Keimes sich vollziehenden histologischen 
Differenzierungen miissen mit histologischen Methoden studiert werden. 
Dies ist schon von vielen Autoren gemacht worden. Es sei besonders auf 
die grundlegenden Arbeiten von P. Brien (1932) und auf die neuen Arbeiten 
von Gertrud Wintermann-Kilian (1951) hingewiesen. Unser Objekt 
ist von Fraulein Ursula Ringer (1954) histologisch iiberpriift worden. 

Zusammenfassende SchluBfolgerungen wollen wir aus den Versuchen 
mit NV erst ziehen, wenn wir auch noch die Farbungsergebnisse mit NR, 
BCV und NB-BB kennengelernt haben. Diese laufen zwar denen mit NV 
konform, bringen aber dariiber hinaus doch noch wertvolle Erganzungen. 


Versuche mit Neutralrot, Brillantkresylviolett und Nilblausulfat BB 


Vitalfarbungen mit den sehr verdiinnten Lésungen von NR zeigen schon 
den wichtigsten Punkt der GesetzmaBigkeiten. Auf dem Stadium II er- 
scheint der Farbstoff in der Randzone in zahlreichen blassen Vakuolen im 
Farbton schwach alkalischer Lésungen. Die Vakuolen farben sich mit 
variabler Intensitaét und auch etwas wechselndem Farbton ziegelrot bis 
orangerot an. Dazwischen liegen auch Granulen und Brocken im gleichen 
Farbton. Es scheinen sich aber im NR zum Unterschied vom NV nur be- 
stimmte Granulen anzufarben, nicht wie dort alle Fragmente der zerkliif- 
teten Schollen und sonstige Granulationen. 

Auch die zerklifteten Schollen des Keimzentrums farben sich sehr lang- 
sam an. Bei aufgezogener Blende kann man, trotzdem die briunlichgraue 
Eigenfarbe der Schollen etwas stért, feststellen, daB sie rosa sind und daB 
ihr Farbton gegen den der Vakuolen der Randzone deutlich absticht. 

Die Genese der Vakuolen ist nicht ganz klar. AuBer den gefirbten Vaku- 
olen kommen — oft in der gleichen Zelle — auch vollig farblose Vakuolen 
vor. Es ist also keineswegs so, daB der Farbstoff wahllos in die wiasserige 
Phase hineingeht. Wahrscheinlich entmischt er sich zusammen mit einem 
anfirbbaren alkalischen Zellkolloid und zeigt dann dessen Reaktion an. 
Bei anderen Farbstoffen erfolgt eine solche Entmischung in Form von Gra- 
nulen, bei Neutralrot vorwiegend in Form von Vakuolen. 

In Neutralrot ist die diffuse Plasmafarbung bei kurzer Anfarbung mit 
stirkeren Farblésungen bei halb geschliipften, aber schon fest am Deck- 
glas haftenden Gemmulen viel intensiver als in NV. Der Farbton ist dann 
ein tiefes Rotorange. Die unzerkliifteten Schollen des Keimzentrums 
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farben sich tiefrosa. Das Bild sieht im Dunkelfeld besonders schén aus: 
Der Randbezirk erstrahlt in intensivem Rotorange und die Masse der nicht 
zerkliifteten Schollen in grellem WeiBlichrosa. Bei letzterem Farbeffekt 
kommt zu dem Rosa der Schollen viel an der Oberfliche der stark licht- 
brechenden Schollen abgebeugtes weiBes Licht hinzu und beim Farbton der 
Plasmamasse wird abgebeugtes farbiges Licht auch nicht fehlen. Das 
Wesentliche aber ist, da bei dieser Farbung iiberhaupt solche Differenzen 
zum Vorschein kommen. 

Diese Versuche sind noch nach einer anderen Richtung von groBer Be- 
deutung. Die schwachen Lésungen metachromatischer Farbstoffe kénnen 
nach meinen praktischen Erfahrungen (vgl. besonders J. Spek 1940 und 
J. Spek und G. Gillissen 1943) kaum dazu ausreichen, metachromatische 
Farbstoffeffekte herbeizufiihren. Erst bei geniigender Konzentration des 
Farbstoffes kommt es zu einer Komplexbildung zwischen Farbstoff und 
chromotroper Substanz, und der Komplex, in dem der Farbstoff ,,meta- 
chromatische“ Farbe des nichtdissoziierten Farbsalzmolekiils hat, scheidet 
sich, wie das ultramikroskopische Bild zeigt, in feindisperser Form aus 
(Fallungsmetachromasie; J. Spek, 1. c.). Da bei unserer-Methode mit den 
Farbstoffkonzentrationen diese, wie schon bei NV erdrtert wurde, wohl 
sicher dazu ausreichen kénnten, bei Gegenwart von chromotropen Sub- 
stanzen eine Fallungsmetachromasie zu erzeugen, besteht hier auch die 
Gefahr einer Vortéuschung ,,alkalischer“‘ Farbtone durch metachromatische 
Farbstoffkomplexe. 

Sowohl fiir die Ausfaillung von Neutralrot durch chromotrope Modell- 
substanzen als auch fir eine solche durch chromotrope Zellstoffe (J. Spek 
und G. Gillissen 1943) gibt es nun aber ein ausgezeichnetes Kriterium: 
Sie scheiden sich in einer Dispersitat aus, bei derim Dunkelfeld ein in- 
tensives griines Beugungslicht erzeugt wird. Die mukoiden Mem- 
branen von groBen und kleinen AmGében z. B. leuchten im Dunkelfeld wun- 
dersch6n griin, mit letzteren ist der Versuch sogar besonders lehrreich. 

Agar und Chondroitinschwefelsiure lassen nicht nur den Farbton der 
metachromatischen Farbstoffe umschlagen, sondern auch sofort ein inten- 
sives griines Streulicht entstehen, die orangeroten Anfarbungen junger 
Gemmulen mit Neutralrot aber zeigen nicht die Spur eines griinen 
Streulichtes! Weder bei schwachen noch bei starken Anfarbungen der 
Gemmulen mit NR ist im Dunkelfeld irgend etwas grin Leuchtendes zu sehen! 
In den Zellen des Randsaumes sind die mattgrau leuchtenden Granulen zu 
sehen, aber diese sind auch im ungefarbten Praiparat sichtbar. Sonst ist das 
ganze orangerote Feld glasig-durchsichtig, ganz ohne feine Dispersionen. 

Auch die Vitalitaét der NR-Gemmulen spricht gegen das Vorhandensein 
dehydratisierter Komplexausfillungen. Die mit metachromatischen Farb- 
stoffen angefirbten Mukoidmenbranen der Amében verlieren sofort ihre 
physiologischen Eigenschaften. Die der kleinen Amében zerfallen bei 
NR-Farbung sogar in Schwirme griinleuchtender Teilchen. Wenn alle die 
orangeroten Areale der jungen Gemmulen aus Massen solcher dehydrati- 
sierter Teilchen bestehen wiirden, kénnten sie sich sicher nicht mehr weiter- 
entwickeln. 
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Neutralrot war der erste Farbstoff, an dem ich die Methode der starkeren 
Anfarbungen ausprobierte. Dementsprechend habe ich, von meiner eigenen 
Skepsis getrieben, mit ihm besonders viele Kontrollen gemacht. Ich konnte 
dabei feststellen, daB man die jungen Keime wie in den NV-Versuchen mit 
0,05%igen NR-Lésungen iiberschichten oder die Farblésung unter dem 
Deckglas bis nahe an das Objekt ansaugen und 10 oder sogar 15 Minuten 
kraftig anfirben kann; das Objekt verliert seine Entwicklungsfihigkeit 
trotzdem nicht. Wascht man nach der angegebenen Zeit mit Leitungswasser 
oder NaCl-Lésung griindlich aus, so breitet sich die Gemmule alsbald weiter 
aus und entwickelt sich normal weiter. 

Ich habe auch versucht, mit der Konzentration und mit der Farbungs- 
dauer noch etwas héher hinaufzugehen. Aber dann kommt man schlieBlich 
an eine nicht immer gleich liegende Grenze, bei der das Objekt ein granulier- 
tes Aussehen annimmt und die Kerne scharf hervortreten. In diesen Priapa- 
raten sind die Zellen offenbar abgestorben. Bemerkenswert ist an ihnen nur, 
daB sich in ihnen eine blasse, diffuse Ziegelrotfarbung, die nicht an 
mikroskopische Strukturen gebunden ist, noch lingere Zeit halt, als wire 
jetzt ein schwach alkalischer Stoff gleichmaBig iiber die toten Zellkérper 
verteilt. Diese Diffusfarbung ist niemals rosa. — Die Versuche wurden in 
NaCl-Lésungen ausgefiihrt. 

Die Gelblichrotfarbungen von Granulen und Vakuolen in NR sind vom 
alkalischen AuBenmedium auch unabhiangig. 

Setzt man Gemmulen mit vielen gelblichrot gefarbten Granulen in ver- 
schlossene Schalchen mit einer NaCl-Lésung, durch die man aus einem 
Kippschen Apparat Kohlensaure durchgeleitet hat, dann wird die Gra- 
nulafarbung allmahlich entfarbt. Treten dabei erkennbare Schlieren der 
Farblésung aus den Zellen aus, dann sind sie rosa. Die Entfarbung ist 
in ca. 20 Minuten beendet. Vor diesem Zeitpunkt ist ein Farbumschlag 
nach Rosa in den Granulen selbst nicht zu sehen. 

Ich verwendete zu diesen Versuchen gefelderte Deckglischen, auf denen 
die ausgesuchten Stellen der Gemmulen, wenn man die Deckglischen zur 
mikroskopischen Priifung aus der Lésung herausholte, leicht wiederzu- 
finden waren. Die Benutzung von feuchten Kammern, etwa der von C. ZeiB, 
die an sich den Vorteil bieten, daB der CO,-Strom mittels einer Pipette 
direkt durchgeleitet werden kann, hat den Nachteil, daB die Intensitat der 
Beleuchtung durch die Hohe der feuchten Kammern doch betrachtlich herab- 
gemindext wird. — Die Watte der feuchten Kammern darf natiirlich nicht mit 
alkalischem Leitungswasser getrinkt werden, da dies zu viel CO, absorbiert. 

Der Versuch verliuft so, als ob der Farbstoff an einer alkalischen Sub- 
stanz adsorbiert wire und aus dieser Adsorption durch die CO, leicht ver- 
drangt werden kénnte. Daf der noch adsorbierte Farbstoff nicht gleich in 
der ganzen Masse des dichten Granulums umschlagt, ist verstindlich, da 
durch die Viscositat der Granulumsubstanz der Stoffaustausch verzégert 
und zwischen Adsorptionsschicht und umgebender Loésung erfahrungs- 
gemaB ein erheblicher pH-Sprung erhalten bleiben kann. 

DaB ein Komplex einer chromotropen Substanz mit Neutralrot von CO, 
so leicht gesprengt werden kénnte, was ja bei der Verdringung des Farb- 
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stoffes von ihr geschehen miiBte, halte ich auf Grund von Modellversuchen 
fiir ausgeschlossen. An biologischen Objekten mit Neutralrot metachroma- 
tisch angefarbte chromotrope Substanzen werden durch CO, nicht entfarbt. 

Da wir in unserem Institut die Probleme der Metachromasie auch von 
anderen Gesichtspunkten aus experimentell ohnehin weiterverfolgen, 
werden wir auch auf die Natur der Farbungen der Gemmulen, wenn wieder 
besseres Material vorliegt, nochmals zuriickkommen. 


Versuche mit Brillantkresylviolett (nicht metachromatisch) und 
Nilblausulfat BB 


Die Versuche mit dem erstgenannten Farbstoff sind deswegen von Be- 
deutung, weil es sich um das nicht metachromatische BCV der alten Firma 
Dr. G. Griibler und Dr. Hollborn, Leipzig, handelte. Der Farbstoff ist 
auf der sauren Seite himmelblau, bei pH = 7,6 schligt er wegen zahlreicher 
kolloidaler oder noch gréberer Teilchen nur langsam nach Violett und 
schlieBlich nach Rosa um. Eine Streitfrage, ob diese violetten oder rosa 
Farbtoéne eine alkalische Reaktion oder einen metachromatischen Farbton 
anzeigen, gibt es hier also gar nicht. 

Auch dieser Farbstoff zeigt einen deutlichen Unterschied im Verhalten 
zur Randzone und zum Keimzentrum. Nach kurzer Anfarbung mit den 
stark verdiinnten Farblosungen von BCV erscheint auf Stadium II die ganze 
breite Randzone des Keimes iibersét von violetten, kleinen Schollen und 
Granulen. Vereinzelt kommen gréBere Zellen mit groBen rosavioletten 
Vakuolen und violetten Granulen vor. 

An jungen, frisch ausgekeimten Gemmulen sieht man vereinzelt noch 
unzerkliiftete blaue Schollen oder Gruppen von Zellen mit unzerkliifteten 
Schollen, die teils blau, teils blauviolett, teils reinviolett sind. Die unzer- 
kliifteten Schollen des Keimzentrums farben sich langsam himmelblau an. 
Bei langeren Anfarbungen der Randzone tauchen auch rotviolette Granulen 
auf. Nach 14stiindigem Anfairben macht sich in der AuBenzone oft eine 
zarte, diffuse rosa Plasmafirbung geltend. Die oft zahlreichen Plasmavakuo- 
len der Randzone bleiben im BCV ungefarbt. 

Bei der Entstehung des Strukturbildes mit den vielen, iiber die ganze 
Randzone zerstreuten, violetten Granulen diirften sich zwei Prozesse iiber- 
lagern: Eine langsame Anfarbung der zerkliifteten Schollen im Farbton der 
alkalischen Seite, wie wir sie auch bei den Azinen gefunden haben, und eine 
Ausscheidung des Farbstoffes im alkalischen Protoplasma, der mit dem Auf- 
treten eines feinen Staubes violetter Kérnchen beginnt, die dann zu immer 
gréBeren Granulen anwachsen. Diese sind von angefarbten zerkliifteten 
Schollen nicht mehr ohne weiteres zu unterscheiden. Die Anfarbung der 
fragmentierten Schollen vollzieht sich im allgemeinen langsamer, so daB man 
den an zweiter Stelle erwahnten ProzeB bei Beginn des Versuches zuerst 
meist fiir sich allein zu sehen bekommt. 

Bei Brillantkresylviolett kommt aber dann noch eine andersartige Far- 
bung vor. Driickt man aus einer ungekeimten Gemmula durch einen Schlitz 
eine méglichst kompakte Masse beieinanderbleibender Zellen in Wasser aus 
und setzt eine Spur blauer BCV-Lésung zu, dann nimmt die Zellmasse nach 
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einigen Stunden eine diffuse zarte rosa Farbung an. Wahrscheinlich sitzt 
sie nicht nur in den Zellen selbst, sondern auch an organischen Substanzen 
zwischen den Zellen, wenn diese nicht zu sehr zerstreut sind. Auch in 
jungen Schwimmen, in denen die Differenzierung schon laingst vollzogen und 
die fiir das Stadium II so charakteristischen Farbdifferenzen lingst ver- 
schwunden sind, wird — am deutlichsten dort, wo der Schwamm am dicksten 
ist — in BCV die blasse, diffuse Rosafarbung sichtbar, auch im Zentrum des 
Schwammes zwischen den GeiBelkammern. Es ist die gleiche oder eine ganz 
ahnliche Farbung, wie sie auch in und zwischen rasch sich vermehrenden 
Zellen anderer Tiere, Furchungsblastomeren der Knochenfische, unbe- 
fruchteten, befruchteten Eiern und jungen Furchungsblastomeren der 
Seeigel und Zellen des Ascites-Carcinoms der Maus festgestellt werden 
konnte. Lést man bei Forellen den ganzen Haufen von Furchungsblasto- 
meren vom Dotterabschnitt ab, so farben sie sich in BCV diffus zartrosa. 
Isoliert man aber einzelne Blastomeren, so verlieren sie iiber Nacht ihren 
Vorrat an der rosa firbbaren Substanz, farben sich jetzt blau und gehen 
ein. In physiologischer Form vollzieht sich so etwas auch bei Seeigeleiern. 
Unfertige Oocyten mit Keimbliaschen farben sich bei Psammechinus milia- 
ris in BCV blau. Unbefruchtete reife Eier fairben sich ebenso wie die frisch 
befruchteten und jungen Furchungsstadien zartrosa. Ungefaihr vom Vier- 
zellenstadium verschiebt sich aber dann der Farbton immer mehr nach 
Blau und bleibt bis zu einem jungen Blastulastadium ein tiefes Himmel- 
blau. Der Unterschied zwischen den unbefruchteten Eiern und dlteren 
Furchungsstadien tritt besonders kra8 hervor, wenn man einige unbe- 
fruchtete rosa Eier zwischen die blauen Furchungsstadien setzt. (Versuche 
von 1950, Kristineberg, Schweden, unverdffentlicht.) 

Ich glaube nicht, daB sich hier ein ,,Umschlag‘‘ des Indikators im iib- 
lichen Sinne des Wortes vollzieht. Im Seeigelei ist das pH ebensowenig aus- 
geglichen wie in anderen lebenden Zellen. Neben stark farbbaren sauren 
Dottersubstanzen treten auch immer wieder alkalische Plasmakolloide auf, 
ohne daB sie sich gegenseitig neutralisieren oder ausfallen (vgl. J. Spek 
1937). Eine solche Substanz reichert sich wieder zu Beginn der Entwick- 
lung in gleichmaBiger Verteilung in den Eizellen an, verschwindet dann aber 
(durch Verbrauch oder Ausdiffundieren) wieder, worauf die sauren Dotter- 
substanzen den Farbstoff an sich reiBen. Vielleicht handelt es sich um 
Histone. Ein eindeutigerer Nachweis steht aber noch aus. 

Auch im Nilblausulfat BB zeigt bei Anfirbung mit den schwachen 
Farblésungen die Randzone das violett gesprenkelte Aussehen wie im BCV, 
da es iiberall zur Ausscheidung von violetten Granulen kommt. Intakte 
Schollen des Keimzentrums und einzelne ganze Schollen, die noch in der 
Randzone stehen geblieben sind, erscheinen blaf himmelblau gefarbt. 

Starke Farblésungen von BCV und NB (nach den bei NV und NR an- 
gefiihrten Rezepten) vertragen die Gemmulazellen nicht. Es treten darin 
sofort untriigliche Anzeichen einer Alteration der Zellen auf, wie Anfar- 
bung der Zelikerne, Auseinanderweichen der Zellen und Entstehung von 
Zwischenraumen zwischen ihnen. Das Plasma erscheint geronnen und 
starr und farbt sich im blauen Farbton an. 
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Versuche mit Kresylechtviolett 


Nicht stark reduzierendes Gemmulamaterial la8t sich mit den verdiinn- 
ten Lésungen von CEV spielend leicht anfirben. Im ganzen Winter und 
Friihjahr 1951 kam es nicht ein einziges Mal vor, daB eine Anfairbung 
negativ ausfiel. In einer anderen Saison dagegen wurden, wie schon 8. 672 
erwahnt, selbst viel starkere Farblésungen ganz oder teilweise entfarbt. 

Bei den Farbungen mit den ganz blassen Lésungen erscheint nach etwa 
zwei Stunden eine diffuse zartviolette Anfarbung der Zellkérper in der 
ganzen Randzone. Es ist schwer festzustellen, wo die Farbung eigentlich 
sitzt. Aber wenn nach 3 Stunden eine schwache Cytolyse einsetzt, tritt am 
Rande der Zellen haufig etwas klares, farbloses Hyaloplasma hervor, 
wihrend im Rest der Zelle Wolken von jetzt bisweilen etwas ungleichmabig 
verteilten, sehr matt konturierten, feinsten Blaschen erscheinen; und diese 
sind violett gefirbt. Wahrscheinlich wird der Farbstoff, trotzdem er mit 
BCV enge verwandt ist, wieder in anderer Form mit irgendwelchen alkali- 
schen Zellsubstanzen zusammen im Plasma ausgeschieden. Die Zahl der 
gefarbten Granulen ist in CEV relativ gering. Vielleicht handelt es sich 
nur um zerkliiftete Schollen. Sie sind rotviolett gefarbt. 

Ich habe zahlreiche metachromatische Farbungen von chromotropen 
Substanzen mit Kresylechtviolett gesehen: Speichel von Chironomus- 
Larven, Gallerthiillen von Seeigeleiern, angefairbte tote Modellsubstanzen 
und anderes mehr. Alle waren im gleichen gelblichrosa Farbton ange- 
firbt. Diesen sehr charakteristischen Farbton habe ich an 
Gemmulen in CEV nie gesehen! Bei den oben erwahnten biologi- 
schen Objekten traten diese gelbrosa Farbungen auch immer nur auBer- 
halb der lebenden Zellen bei verhaltnismaBig starken Farbzusitzen auf. 

Uberschichtet man Gemmulen von Stadium II oder III mit 0,05%igen 
Lésungen von CEV, dann erhalt man an nicht oder nur wenig reduzierendem 
Material nach 10 Minuten wunderbare Bilder: Alle Farbténe erscheinen 
gegeniiber denen bei schwachen Anfarbungen unverandert, ihre Intensitiat 
dagegen erscheint auBerordentlich gesteigert. Die Farbdifferenzen treten 
auf diese Weise auBerordentlich scharf hervor: Die Randzone erscheint 
tiefviolett, die Keimmitte dagegen erfiillt mit tiefblauen ganzen Schollen, 
wihrend ihr Plasma farblos bleibt. Wahrend bei den vorsichtigen Anfar- 
bungen mit den verdiinnten Farblésungen die Schollen des Keimzentrums 
oft noch farblos erscheinen, wenn die diffuse Farbung der Randzonen schon 
ganz deutlich ist, erhailt man bei dieser Farbung beide Anfarbungen neben- 
einander im satten Farbton. Die Zellen zeigen keine Zeichen der Cytolyse 
(Schrumpfung oder Entmischung), sie sind aber geliert oder gar koaguliert. 
Arealweise sind die Zellkerne angefirbt. Wiascht man die Praparate aus, 
breiten sie sich nicht weiter aus und entwickeln sich auch nicht weiter. Ob 
der Farbung nicht doch noch in gewissem Sinne ein supravitaler Charakter 
zukommt, bleibt offen; aber ein Wechsel der Farbung von einer Zellphase 
auf eine andere erfolgt hier jedenfalls nicht, und ein Umschlag des Farb- 
tones tritt, wie gesagt, auch nicht ein, so daB der Gewinn aus der Intensitiats- 
steigerung jedenfalls verwertbar bleibt. 
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Eine spezifische Anfarbung von Strukturen des Randsaumes erfolgt in 
CEV nicht. 
Versuche mit Echtneublau 


Zum AbschluB dieser Versuchsserie méchte ich noch kurz das Ergebnis 
einiger Farbungen mit Echtneublau (ENB) beschreiben. Auch ENB ist 
ein Indikator, der sich aber zum Unterschied von den besprochenen Azinen 
und Oxazinen durch einen sehr hohen Umschlagspunkt, der weit iiber dem 
physiologischen pH-Bereich liegt, auszeichnet. Es hat eine rotgelbe Farb- 
base, die sich in rein lipophilen Stoffen leicht lést und dann in ihnen gelb 
fluoresziert. Wie ich schon friher ausfiihrlich darlegte (J. Spek 1944), ist 
es wegen all dieser Eigenschaften zur Analyse mancher Farbungsbilder vor- 
zuglich geeignet. 

H. Drawert hat friiher in Diskussionen die Ansicht vertreten, daB An- 
farbungen von Zellen und Geweben im Farbton der Base basischer Farb- 
stoffe durch elektive Léslichkeit dieser Basen in irgendwelchen rein lipo- 
philen Zellsubstanzen vorgetaéuscht sein kénnten. Wo von mir und anderen 
Autoren auf Grund solcher Farbungen eine alkalische Reaktion jener Zellen 
angenommen wurde, soll diese durch Vorhandensein solcher lipophiler 
Stoffe vorgetiuscht sein. Im Falle der Gemmulen miiBte sich dann die 
ganze Randzone rotlichgelb farben. 

Wie grotesk die Diskrepanz zwischen dieser Hypothese und den beob- 
achteten Farbungen bei Fischblastomeren ist, habe ich schon S. 666 dar- 
gelegt. Bei den Gemmulen ergaben die ENB-Farbungen folgendes: 

1. Weder in der Randzone, noch im Randsaum, noch sonstwo tritt eine 
Gelbfairbung auf. 


2. Alle Gewebe der ausgekeimten Gemmula farben sich in schmutzig- 
violettem Farbton an. 

Auch die intakten Schollen sind schmutzigviolett. ENB ist also der ein- 
zige der bisher untersuchten Farbstoffe, bei dem zwischen Randzone und 
Keimmitte kein Unterschied im Farbton hervortritt. Es liegt nahe, dies 
dadurch zu erkliren, daB die Reaktion aller Gewebe der Gemmula unterhalb 
des Unschlagpunktes von ENB liegt. 


Versuche mit Methylrot und den Indikatoren von Clark und Lubs 


Weder mit Methylrot noch mit Bromkresolpurpur, Bromthymolblau, 
Phenolrot und Kresolrot aus der Indikatorenreihe von Clark und Lubs 
gelang eine vitale Anfarbung auskeimender Gemmulen. Wascht man halb 
ausgebreitete junge Keime griindlich mit NaCl-Lésung (Rezept wie S. 674) 
ab und setzt die erwaihnten Clarkschen Farbstoffe dem AuBenmedium 
(schwach saure NaCl-Lésung oder dest. Wasser) zu, dann schlagen sie in 
der Fliissigkeit innerhalb der ganz oder halb leer gewordenen Gemmula- 
hiille alle bis Kresolrot nach der alkalischen Seite um. Auch im Schialchen 
breitet sich vom Porus der Gemmula aus ein Hof in violetter bzw. roter 
Farbe immer weiter aus. Da sich die Intensitaét dieser Anfarbungen (der 
Gemmulafliissigkeit und der Héfe) nicht fortschreitend verstirkt, wie das 
bei Adsorption an einer kolloidalen alkalischen Substanz der Fall sein 
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miiBte, glaube ich, daB dieser Umschlag nur von der ja ebenfalls ziemlich 
alkalischen Elektrolytlésung des normalen, physiologischen Mediums der 
Gemmulazellen herriihrt. 

ZerreiBt man die Zellen der ausgebreiteten Randzonen der Gemmulen 
in den erwahnten Indikatoren mit feinen Glasnadeln, dann erhalt man weder 
nach der einen noch nach der anderen Seite einen Umschlag. Es ist so, als 
ob die sauren Farbstoffe an den Zellsubstanzen iiberhaupt nicht adsorbiert 
wiirden, denn das wire ja Vorbedingung zum Zustandekommen eines Um- 
schlages. 

Versuche mit Acridinorange 

Der stark fluoreszierende und gut vital fairbende basische Farbstoff 
Acridinorange wurde von 8. Strugger in die mikroskopische Technik ein- 
gefiihrt. Herr Prof. Strugger (Miinster) hatte seinerzeit die Freundlich- 
keit, mir eine Probe des von ikm benutzten Farbstoffes zu iiberlassen. Da 
schon sehr geringe Mengen des Farbstoffes infolge seiner Fluoreszenz in 
den Zellen im Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden kénnen, arbeitete 
ich mit sehr verdiinnten Farblésungen. Von einer Stammlésung von 
1:20.000 wurden zu 10cm* Kulturmedium 1—2 Tropfen zugesetzt. Die 
Versuchsschilchen mit Farbzusatz wurden im Dunkeln gehalten. Auch 
die Flasche mit der Stammlésung mu8 im Dunkeln gehalten werden, da 
sich der Farbstoff im Licht schon in verhaltnismaBig kurzer Zeit zersetzt 
und dann ganz andere Reaktionen gibt. Angefirbt wurde meistens 2 bis 3 
Stunden. Die angefirbten, ausgebreiteten Gemmulen wurden dann im 
Hellfeld und mit der groBen Zei&schen Lumineszenzeinrichtung bei Vor- 
schaltung von ein oder zwei Violettfiltern betrachtet. 

Unter den vielen oben angefiihrten Farbstoffen war Neutralviolett der 
einzige, mit dem ich — wenigstens in einzelnen Fallen — eine Anfairbung 
von Granulen des Randsaumes erhielt. Auch Acridinorange farbt hier in 
kurzer Zeit Granulationen stark an. Sie erscheinen dann im Hellfeld satt- 
orange. Im Lumineszenzmikroskop fluoreszieren sie intensiv rot. Die rote 
Fluoreszenz ist nach 8S. Strugger ein Konzentrationseffekt. In verdiinnten 
Loésungen fluoresziert der Farbstoff griin, bei starker Anreicherung im Lé- 
sungsmittel tritt rote Fluoreszenz auf. Strugger fand bei seinen pflanz- 
lichen Objekten, da® in ihnen eine so starke Anreicherung im Zellkérper 
bis zum Auftreten roter Fluoreszenz nur in toten Zellen méglich ist. Er 
erblickte daher in der roten Fluoreszenz ein Letalitaitskriterium. 

Ich ging der Frage nach, ob die periphersten Zellen der mit AO gefarbten 
Keime, die Zellen des Randsaumes, nicht vielleicht durch den Farbstoff ab- 
getotet waren. Dies zog ich auch deswegen in Betracht, weil die Kerne 
dieser Zellen intensiv griin fluoreszieren, also etwas Farbstoff gespeichert 
haben miissen. Die Frage lieB sich aber eindeutig im entgegengesetzten 
Sinne entscheiden: Wascht man die angefairbten Priparate mehrmals mit 
frischem Kulturwasser aus und 1a8t sie im Schialchen mit viel Wasser im 
Dunkeln stehen, so breiten sie sich mit tadellos geschlossenem Rande weiter 
aus und entwickeln sich weiter. Bei Cytolyse wiirden sich die Zellen aus- 
gebreiteter Gemmulen auseinanderlésen und der Zellverband wiirde nicht 
bestehen bleiben. 
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Fluoreszenz der Kerne ist in fluoreszierenden Farbstoffen ebenfalls bei 
vielen lebenden Objekten zu beobachten, z. B. bei lebhaft umherschwim- 
menden Ciliaten. In tierischen Zellen konnen deutoplasmatische Ein- 
lagerungen AO rasch in solcher Menge speichern, daB rote Fluoreszenz 
auch in der lebenden Zelle auftritt. Rot fluoreszierende Granulen in lebhaft 
umherschwimmenden, mit AO gefirbten Paramaecien und ebensolche 
Granulen in noch rhythmisch schlagenden Kiemensickchen lebender 
Daphnien sind Beispiele dafiir. Die peripheren Zellschichten des Randsau- 
mes mit AO gefirbter Gemmulenkeime zeigen sonst keine Symptome der 
Cytolyse. 

Das Gesamtbild der mit AO angefirbten auskeimenden Gemmula ist 
bei Betrachtung mit dem Lumineszenzmikroskop von mirchenhafter 
Schénheit. Der Keim ist allseits umhiillt von einem Mantel, dessen Schicht- 
dicke 5—6 Zellen umfaBt. Diese Zellen sind erfiillt von den Granulen, die 
in feuerrotem Licht erstrahlen. Ihr Bild ist bei stirkerer VergréBerung 
noch schéner, denn dann sieht man, daB der zwischen den rot leuchtenden 
Granulen gelegene Zellkern intensiv griin leuchtet. Die Intensitat dieses 
griinen Leuchtens nimmt von der AuBenfliche der Gemmula nach dem 
Innern kontinuierlich ab und verliert sich in der Randzone. Das Zentrum 
des Keimes erstrahlt wieder in intensivem griinem Fluoreszenzlicht. Hier 
sind es aber nicht die Zellkerne, welche so griin leuchten, sondern die un - 
zerklifteten Schollen, die in den zentralen Zellen am starksten angerei- 
chert und in der Randzone immer seltener werden. Die Kerne der spiteren 
Choanocyten leuchten gar nicht. Sie sind unsichtbar. Man sieht héchstens 
einen dunklen Hof, der frei bleibt von den leuchtenden Schollen. 

Heute sind wir noch nicht in der Lage, die auffalligen Unterschiede zwi- 
schen dem Verhalten der beschriebenen Zelltypen auf diese oder jene Ur- 
sachen zuriickzufiihren. Es liegt zwar nahe, sie indirekt irgendwie mit 
dem pH-Gefille in Verbindung zu bringen, aber weiter kommt man vor- 
laufig nicht. Es scheint mir aber schon wichtig genug zu sein, daB mit 
dieser Farbung so sch6n demonstriert werden kann, daf iiberhaupt so krasse 
Unterschiede im Zellbild der verschiedenen Regionen schon so kurze Zeit 
nach Beginn der Keimung existieren und da so ausgepragte radiar ver- 
laufende Axialgradienten zum Vorschein kommen, die in ihrer Weise wieder 
darauf schlieBen lassen, daB der ganze Keim im Stadium der Ausbreitung ein 
einheitliches Kraftfeld ist. 

Vergleicht man die rot leuchtenden Granulen des Randsaumes von ganz 
jungen, frisch ausgekeimten Gemmulen mit etwas alteren Stadien, so kann 
man feststellen, daB auch diese Granulationen allmihlich zerkliiftet werden 
und dadurch im ganzen das rote Leuchten allmahlich abklingt. 


Kurze Zusammenfassung und Schluffolgerungen 


Es wurden Untersuchungen iiber die substantielle Differenzierung aus- 
keimender Gemmulen von Ephydatia miilleri mit Hilfe von Vitalfairbungen 
ausgefiihrt. Es wurden dazu die basischen Farbstoffe Neutralviolett, 
Neutralrot, Nilblausulfat BB, Kresylechtviolett, Brillantkresylviolett, 
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Echtneublau, Janusgriin G, Toluidinblau und Acridinorange verwendet und 
zum Vergleich Methylrot und die sauren Indikatoren von Clark und Lubs 
herangezogen. 

Die Untersuchungen waren zeitweilig dadurch sehr erschwert, daB der 
Anfarbung ein entfairbender Faktor, vermutlich eine Reduktion der Farb- 
stoffe in den Geweben, in wechselnder Starke entgegenwirkt. 

In mehreren Jahren war aber die Farbbarkeit der Gemmulen ausreichend 
zur Ermittlung und Bestatigung wichtiger GesetzmaBigkeiten. 

Bei der stofflichen Differenzierung der sich ausbreitenden Gemmulen 
entsteht alsbald ein hellerer Randbezirk und ein dunkleres Keimzen- 
trum. Die Aufhellung des Randbezirkes beruht — abgesehen von der stir- 
keren Ausbreitung — auf einer Zerkliiftung und Auflésung der EinschluB- 
korper der Gemmulazellen, der ,,Schollen“‘, der wohl eine erhéhte Ferment- 
tatigkeit zugrunde liegt. Bei diesem Proze8 der Zerkliiftung der Schollen 
miissen drei aufeinanderfolgende Stadien unterschieden werden. Auf Sta- 
dium I riicken die Zellen mit noch unzerkliifteten Schollen bis an die Peri- 
pherie vor. Auf Stadium II setzt eine starke Zerkliiftung der Schollen ein 
und auf Stadium III geht sie ihrem Ende entgegen, wahrend die Schollen 
in den zentralen Zellmassen noch lange einigermaBen intakt bleiben. 

Die verwendeten Farbstoffe sind mit Ausnahme von Echtneublau, Janus- 
grin und Acridinorange Indikatoren, die im physiologischen pH-Bereich 
umschlagen. Farbungen mit ihnen zeichneten sich dadurch aus, daB sich 
bei allen der Farbstoff in den Zellen des Randbezirkes in wechselnder Form 
in Gestalt mattkonturierter Vakuolen oder dichterer Granulen oder Kérn- 
chen ausscheidet, die bei allen Farbstoffen den Farbton der alkalischen 
Seite annehmen. Am auffalligsten ist die Ausscheidung in Kresylechtviolett, 
wo sich die ganzen Zellkérper in dem Randbezirk mit allerfeinsten violetten 
Blaschen fiillen, so daB bei mittlerer VergréBerung die ganze Randzone blaB- 
bis tiefviolett erscheint, wihrend im Keimzentrum nur die unzerkliifteten 
Schollen sich in blauem (saurem) Farbton anfarben, der Zellkérper dagegen 
farblos bleibt. 

In Nilblausulfat BB und Brillantkresylviolett erscheint die ganze Rand- 
zone iibersat von violetten K6rnchen, waihrend die Keimmitte von ihnen 
vollig frei ist und nur blaue Farbung der intakten Schollen zeigt. 

In manchen Farben farben sich auch die zerkliifteten Schollen des 
Stadiums II an, besonders sch6n und vollstaéndig in Neutralviolett (allerdings 
nur an gut fairbbarem Material). Die Zellen der Randzone erscheinen dann 
vollgepfropft mit leuchtend orange oder rotorange gefarbten K6rnern. 
Dieses ist wieder der Farbton der alkalischen Seite, wahrend die intakten 
Schollen, aus denen sie ja entstanden sind, den rosa Farbton der sauren 
Seite zeigen. 

In Neutralviolett und in Neutralrot ist in den Zellen des Randbezirkes 
auch eine blasse diffuse Farbung des Plasmas zu sehen, in beiden Fallen in 
gelblichem Farbton der alkalischen Seite. In Neutralrot kann er an frisch 
geschliipften Gemmulen ein recht intensives Rotorange sein, welches im 
Dunkelfeld besonders auffallig kontrastiert gegen das Rosa des Keimzen- 
trums. 
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Die periphersten Schichten der Randzone (der sogenannte Randsaum) 
zeigen eine besondere, elektive Farbbarkeit in Neutralviolett und Acridin- 
orange. Ihre intensive ockerbraune Farbe in Neutralviolett entspricht der 
einer Pufferlésung von pH = 8,2 oder noch mehr. 

Da8B an dem Auftreten von Farbténen der basischen Indikatoren auf 
der alkalischen Seite metachromatische Farbeffekte beteiligt sein kénnten, 
wird durch folgende Tatsachen ganz unwahrscheinlich gemacht: 


1. Metachromatische Komplexe von Neutralrot mit chromotropen Sub- 
stanzen oder toten Modellsubstanzen sind durch ein sehr charakteristisches 
griines Streulicht im Dunkelfeld ausgezeichnet. Dieses fehlt den orange- 
roten Anfairbungen der Randbezirke der Gemmulen vollstindig. 


2. Das stark metachromatische Toluidinblau, welches zu chromotropen 
Substanzen eine auBerordentliche Affinitaét besitzt, wird von den Geweben 
des Randbezirkes (oder anderer Keimareale) itiberhaupt nicht gespeichert. 
Im Randbezirk ist kein einziges metachromatisch gefarbtes Kérnchen zu 
sehen. 


3. Mit Neutralrot rotorange gefarbte Granulen des Randbezirkes werden 
von CO,-Wasser in 20 Minuten entfarbt, wihrend Komplexe des Farbstoffes 
mit chromotropen Substanzen von CQ, nicht gesprengt oder aufgelést wer- 
den k6énnen. 

Uber ein etwaiges Vorkommen chromotroper Substanzen in den Schwamm- 
zellen sind noch von anderen Gesichtspunkten Untersuchungen im Gange. 

Beim heutigen Stande der Dinge scheint mir folgende Deutung des End- 
ergebnisses am wahrscheinlichsten : 

Im Plasma der Zellen nicht geschliipfter Gemmulen sind im Frihjahr 
auch geringe Beimengungen einer alkalischen Zellsubstanz nachweisbar, 
die sich in allen basischen Indikatoren im alkalischen Farbton anfarben. 
Sie scheinen sich bis zu einem gewissen Grade sogar an die Schollensubstanz 
anlagern zu kénnen®. Nach Beginn der Ausbreitung und Differenzierung 
verschwinden diese alkalischen Zellsubstanzen aus den Zellen des Keim- 
zentrums vollstandig und statt dessen treten iiberall in den Zellen des Rand- 
bezirkes Vakuolen und Ko6rnchen auf, die sich im alkalischen Farbton an- 
farben, und das Plasma dieser Zellen wird zum Unterschied der Zellen der 
Keimmitte ebenfalls in schwach alkalischem Farbton farbbar. In den peri- 
phersten Zellen des Randbezirkes, im sogenannten Randsaum, reichern 
sich besondere Zellsubstanzen in groBer Menge an, und sofern sie sich 
anfirben lassen, erweist sich, daB sie das allerhéchste pH haben, 
wihrend in den Zellen der Zellmitte nur noch Anfarbungen in saurem oder 
neutralem Farbton zu sehen sind. 

3 In einem Versuch, in dem ich die Gemmulen in Wasser aus der oberen Warnow, 
von einer Stelle, wo ziemlich viel Schiffverkehr ist, keimen lieB, traten die Zellen ein- 
zeln aus der Gemmula aus und fanden erst nach zwei Tagen Kontakt miteinander. Vor 
dem Zusammenkriechen waren diese Zellen kurz vor Beginn der Differenzierung voll- 
gepfropft mit Vakuolen, die sich in allen Indikatoren in satt alkalischem Farbton an- 
farbten. Nachdem die Zellen in Berithrung miteinander getreten waren, verlief die 
Ausbreitung, Stoffsonderung und Entwicklung normal. 
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Sofern die zerklifteten Schollen fairbbar werden, zeigt sich, daB nach der 
Differenzierung auch sie ausgepraigt alkalischen Farbton annehmen. Es 
bleibt vorlaiufig offen, ob bei ihrer Zerkliiftung alkalische Substanzen ent- 
stehen oder ob sie als gute Adsorbentia nur andere basische Zellstoffe ad- 
sorbieren. Die Grundmasse der Schollen soll nach Castro Rodriguez 
(1930) aus Glykoproteiden bestehen. Diese zeigen — vom Standpunkt der 
Metachromasiehypothese betrachtet — beim ersten Vormarsch der Zellen 
noch ,,orthochromatischen Farbton. Wenn dann nachher orangegelbe, 
das ist also im Sinne der Hypothese metachromatische Farbténe auftreten, 
miBten aus den nichtchromotropen Substanzen chromotrope entstanden 
sein. Dieses erscheint mir ganz unwahrscheinlich. 

Es macht also den Eindruck, als ob wahrend der Differenzierung, die 
sich in wenigen Stunden vollzieht, alkalische Stoffe in der zusammenhin- 
genden Masse von Zellen peripheriewarts wandern und sich voriibergehend 
unter der Oberfliche am stirksten anreichern. Ob auch ein Transport 
saurer Zellstoffe in entgegengesetzter Richtung stattfindet, laBt sich nicht 
nachweisen, da die ganzen Schollen das einzige sind, was sich in den aus- 
keimenden Gemmulen im sauren Farbton anfarbt, und die ganzen Schollen 
konnen natiirlich nicht durch Zellgrenzen durchwandern. 

Im Endresultat entstehen also an der Peripherie alkalische 
Keimbezirke mit hohem Stoffumsatz und zentrale Keimbe- 
zirke, die nur saure oder neutrale Zelleinschliisse enthalten, 
die noch lange unzerkliftet bleiben. Die ersteren liefern das 
Ektoderm und seine Abkémmlinge, die zentralen das Ento- 
derm, in dessen Zellen die Zelleinschliisse noch lange intakt 
bleiben. Damit ist auch gesagt, daB auch die Differenzierung 
der Gemmula zu genau demselben Endergebnis fiihrt wie die 
Entstehung eines neuen Individuums aus der befruchteten 
Kizelle bei den meisten Tieren (auch bei den Schwimmen), 
die eine bipolare Differenzierung durchmachen. 

Bei der Differenzierung der Gemmula entstehen nicht zwei 
stofflich differente Enden oder Pole am Keim wie bei der 
bipolaren Differenzierung im engeren Sinne, sondern die stoff- 
liche Sonderung erfolgt genau so wie bei den Hizellen, die 
vor der bipolaren Differenzierung eine konzentrische Sub- 
stanzanordnung annehmen wie etwsé das Nereis-Ki, bei dem die 
alkalischsten Substanzen die auBerste Rindenschicht bilden, 
weniger alkalische Kolloide darunterzuliegen kommen und die 
ganze Masse des sauren Dotters im Zentrum des Eies liegen 
bleibt. 

Der eine ProzeB vollzieht sich in einer groBen Zelle, der 
andere in einer mehr oder weniger zusammenhangenden Masse 
von vielen Zellen; aber die Ursachen kénnten ja trotzdem im 
Prinzip die gleichen sein. DaB bei den Gemmulazellen beim 
Austritt in das andere Medium die Permeabilitaétsverhalt- 
nisse und Oberflachenpotentiale verindert werden und wieder 
eine Elektrophorese in Gang kommt, ist gut denkbar. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 44 
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Bis auf welche feinen Details sich die stoffliche Differenzierung der jun- 
gen, sich ausbreitenden Gemmula erstreckt, zeigten am lehrreichsten Far- 
bungen mit Acridinorange, wenn man sie im Fluoreszenzmikroskop be- 
trachtet und auch auf die Farbe und Intensitaét der Fluoreszenz der Dotter- 
schollen und der Zellkerne achtet. Dabei zeigen diese Differenzierungen 
so kontinuierliche Axialgradienten, die radiair von der Ober- 
fliche nach der Mitte bzw. umgekehrt von der Mitte nach der 
Oberflaiche verlaufen, da8 im ganzen Feld eine einheitliche 
Kraftwirkung, die von Zelle zu Zelle geht, vorliegen muB. 

Die Einleitung der Abhandlung enthalt eine kurzgefaBte Darstellung des 
heutigen Standes der Probleme der bipolaren Differenzierung, in welcher 
die Sicherung der Methoden besonders beriicksichtigt wird und die Erwide- 
rungen auf die Kritik der anderen Autoren kurz zusammengefaBt werden. 
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I. Einleitung 


Der Permeabilitat lebender Membranen kommt wegen ihrer allgemeinen 
Wichtigkeit fiir die Stoffaufnahme und den Stofftransport im pflanzlichen 
Organismus eine besondere Bedeutung zu, so daB sie schon in zahlreichen 
Fallen Gegenstand spezieller Untersuchungen war. Bei diesen gelangt das 


Objekt zur quantitativen Erfassung des Stoffdurchtritts fast immer in ein 
wiisseriges Milieu mit der zu priifenden Substanz. Betrachtet man die Ver- 
hiltnisse bei der einzelnen voll entwickelten Pflanzenzelle, so dringt da der 
betreffende Stoff meist durch den Plasmamantel in die Zentralvakuole ein. 
Ist dabei der Plasmaschlauch das Haupthindernis fiir die Permeation und 
die GesetzmaBbigkeit, der diese Stoffaufnahme untersteht, als bloBe 
Diffusion erkannt (vgl. Collander und Barlund 1933), ist ferner mittels 
gewisser Verainderungen in der Zelle oder auBerhalb derselben das AusmaB 
des Eindringens festgestellt. worden, so gelingt es unter bestimmten Voraus- 
setzungen, aus diesen Angaben auf die GréBe der Wegsamkeit des Proto- 
plasmamantels zu schlieBen und sie mitunter zahlenmaBig anzugeben. Ein 
Vergleich solcher quantitativer Ergebnisse fiir verschiedene Objekte und 
Substanzen wird wertvolle Einblicke in Zusammensetzung und Struktur der 
Plasmamembran gewahren. 

Bevor im folgenden an einem Beispiel gezeigt wird, wie aus den experi- 
mentellen Daten einer bestimmten Versuchsmethode ein zahlenmaBiger 

1 Herrn Professor Friedl Weber zu seinem siebzigsten Geburtstag in dankbarer 
Verehrung zugeeignet. 

2 Nach einem in der Sektion lla des 8. Internationalen Botanischen Kongresses in 
Paris gehaltenen Kurzreferat, ausgearbeitet mit Unterstiitzung des Schweizerischen 
Nationalfonds zur Férderung der wissenschaftlichen Forschung. 
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Ausdruck, der einen solchen Vergleich von Resultaten verschiedener Ex- 
perimente ermdglicht, als quantitative Angabe fiir die GréBe der Permea- 
bilitat berechnet werden kann, scheint es zweckmabig, zundchst kurz eine 
Ubersicht der Methoden zu geben, mit welchen die Permeation mittels der 
durch sie hervorgerufenen Verainderungen erfaBt wird. 

Welches dieser Verfahren jeweils zur Anwendung kommt, hingt weit- 
gehend vom Objekt und der zu priifenden Substanz (z. B. ob Kolloid oder 
Kristalloid) ab, wobei auch stets gesichert sein sollte, daB durch das Ex- 
periment keine Anderungen der Permeabilititseigenschaften des betreffen- 
den Versuchsmaterials erfolgen. 


II. Ubersicht der experimentellen Methoden 


Ihre Einteilung erfolgt am zweckmaBigsten nach den einzelnen Nach- 
weisverfahren. Je nachdem, ob chemische Reaktionen oder physikalische 
Phinomene die Stoffwanderung anzeigen sollen, kénnen chemische und 
physikalische Methoden unterschieden werden. Zu letzteren zihlen dabei 
auch solche, bei denen Effekte, die aus den Verhaltensunterschieden von 
Lésung und reinem Lésungsmittel resultieren (z. B. kryoskopische oder 
osmotische Erscheinungen), beachtet werden. Von diesen gelangten nun 
die Verfahren, welche osmotische Vorginge durch unmittelbar makrosko- 
pisch oder mikroskopisch zu erkennende Volumeninderungen der Vakuole 
auswerten, zu einer groBen Wichtigkeit, so daB sie zweckmaBigerweise 
gesondert behandelt werden, womit sich schlieBlich die drei Gruppen der 
osmotischen, der iibrigen physikalischen und der chemischen Methoden 
ergeben (vgl. Wieringa 1930). 


1. Osmotische Methoden 


Hier werden die unmittelbar zu erkennenden Volumanderungen, welche 
die Vakuole erfahrt und wie sie aus dem die Permeation des gelésten Stoffes 
begleitenden Wassertransport resultieren, ausgewertet. 

Dabei kann der Protoplast von der Zellwand teilweise oder vollstandig 
abgehoben sein oder der Membran noch eng anliegen, auf welche Weise sich 
zwischen plasmolytischen Methoden und Turgeszenzmethoden unterschei- 
den 1aBt (vgl. Ullrich 1948). 

Plasmolytische Methoden. Volumanderungen plasmolysierter Pro- 
toplasten als Folge einer Permeation wurden erstmals von De Vries (1885) 
und Klebs (1886/8; 1887) beschrieben. Hiebei la8t sich fiir unregelmabig 
gestaltete Zellen der jeweilige Plasmolysegrad kaum in geniigend feiner 
Abstufung angeben, so daB in solchen Fallen besonders der Zustand der 
Grenzplasmolyse, der sich meist sehr genau erkennen laBt, beachtet 
wird. Andererseits gelingt es fiir zylindrische Zellen, wenn ihr plasmoly- 
sierter Protoplast schlieBlich die Form eines Zylinders mit zwei halbkuge- 
ligen Menisken angenommen hat, die Plasmolysegrade in feinster Abstufung 
zahlenmaBig anzugeben, so daB dieses Verfahren (plasmometrische 
Methode, H6fler 1917) als Basis fiir eine Berechnung der eingedrungenen 
Substanzmenge und der Permeabilitaét vorziiglich geeignet ist. 
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Turgeszenzmethoden. Ruhland und Hoffmann (1925) beniitzen 
als Kriterium fiir Hypertonie bei Beggiatoa mirabilis die Kinknickungen der 
Zellmembran, welche auftreten, sobald sich das Zellvolumen unter seinen 
Normalwert verringert. Relative Volumanderungen an Stomatazellen wer- 
den von Reuter (1943) zur Permeabilitatsbestimmung herangezogen. 

Zu diesen Verfahren, welche die Zelle individuell untersuchen, kom- 
men noch jene, welche die aus der Summation der Voluminderungen der 
einzelnen Zelle in Zellverbainden resultierenden Effekte feststellen. 

Langenanderungen in einem hypotonischen Diosmotikum werden von 
Lepeschkin (1909) an Spirogyra-Faden und solche in hypertonischen L6- 
sungen von Lundegardh (1911) an Seitenwurzeln von Vicia Faba ge- 
messen. Kriimmungen von Gewebestreifen, in welchen Zellreihen mit ver- 
schieden elastischen Membranen asymmetrisch verteilt sind, benutzte 
schon De Vries (1884) zu Untersuchungen isotonischer Koeffizienten, und 
sind durch die intensivere Volumvergré8erung von Zellreihen, die eine stir- 
ker dehnungsfaihige Membran besitzen, bewirkt. Eine Zunahme der Kriim- 
mung laBt dabei auf eine Stoffaufnahme aus der AuBenlésung schlieBen und 
diente Brooks (1916a,b) und Bouillenne (1930) zum Nachweis der 
Substanzpermeabilitat. 


2. Ubrige physikalische Methoden 


Hiebei kann es sich einerseits um optische Methoden handeln. Ist 
z. B. die eindringende Substanz farbig, so lassen sich, abgesehen von der 
bloB qualitativen Feststellung einer Anfarbung und der Geschwindigkeit 
derselben, die Anderungen der Farbintensitat innerhalb und auBerhalb der 


Zelle als Kriterium verwenden. So hat Sziics (1910) die Starke der An- 
fairbung des Zellsaftes nach jener von Vergleichszellen beurteilt, und Col- 
lander (1921) priifte die Farbintensitat des Zellsaftes oder der AuBenlésung 
am Ende der Permeation mit Hilfe von Vergleichslésungen bekannter Kon- 
zentration. 

Farbstoffe in der Vakuole kénnen aber auch bloB als Indikatoren dienen, 
um die Permeation anderer Stoffe anzuzeigen ; hiezu eignen sich Anthocyane 
als zelleigene Substanzen (vgl. Poijarvi 1928) oder Vitalfarbstoffe (vgl. 
Harvey 1911), die letztere vor dem eigentlichen Versuch in die Vakuole 
einzubringen und dort zu speichern sind. Mit beiden laBt sich durch die ein- 
deutige Abhangigkeit ihres Farbtones vom pH-Wert der Lésung das Ein- 
dringen solcher Substanzen, welche die H-Ionenkonzentration des Zell- 
saftes andern, anzeigen (vgl. Ayrapaa 1950). 

Das spezifische Gewicht bzw. die Dichte dienten verschiedentlich 
(vgl. Loeb 1912 bei Eiern von Fundulus und Palva 1939 bei T'olypellopsis) 
zur Bestimmung von Stoffaufnahme oder Wasserpermeabilitat. Ahnlich haben 
Lovtrup und Pigon (1951) durch Ermittlung des ,,relativen Gewichtes“ 
(Gewicht des Objektes minus Gewicht der verdrangten Fliissigkeit) eine 
Permeation von schwerem Wasser erfaBt. 

Die elektrolytische Leitfaihigkeit kann, sofern die zu untersu- 
chende Substanz dissoziiert, entweder in der AuBenlésung (vgl. Brooks 
1916b; Stiles und Kidd 1919) oder am Objekt selbst (bei Gewebescheiben, 
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vgl. Osterhout 1912) gemessen werden und zur Feststellung einer Stoff- 
aufnahme fiihren. 
Gefrierpunktserniedrigungen des Blutplasmas wurden von Hedin 
(1897) zur Untersuchung der Permeabilitét von Blutk6rperchen ausgewertet. 
In letzter Zeit erlangen schlieBlich Isotope bei der Untersuchung der 
Permeabilitaét eine steigende Bedeutung, wobei diese entweder als radio- 
aktive Indikatoren in einem Teil der zu priifenden Substanz enthalten 
sind (z. B. Brooks 1951) oder als stabile Isotope (Deuterium, 0%, vgl. 
Lovtrup und Pigon 1951) gewisse physikalische Eigenschaften (z. B. die 
Dichte) des betreffenden Stoffes in bestimmter Weise verindern. 
Volumanderungen auBerhalb der Zelle kénnen beobachtet 
werden, wenn in die Vakuole der Riesenzellen von Valonia ein Steigrohr ein- 
gefiihrt wird (vgl. Jacques 1938), und man die ganze Zelle als Osmometer 
benutzt (Kornmann 1934). Sie treten ferner auf, wenn eine Nitella-Zelle 
mit jedem ihrer beiden Enden in verschiedene Fliissigkeiten taucht, wobei 
die transportierte Wassermenge als Volumendnderung der einen Lésung am 
Meniskusstand in einer Kapillare gemessen wird (Osterhout 1949). 
Durch Wagung von Gewebeschnitten zu Beginn und am Ende 
einer bestimmten Behandlung la8t sich aus der Gewichtsdifferenz die An- 
derung des Wassergehaltes ermitteln, was zu Hinweisen auf die Wasser- 
permeabilitét dienen kann (vgl. Brauner, Brauner und Hasman 1940; 
Brauner und Hasman 1947; Hacket und Thiemann 1952; Drawert 
1952). 


3. Chemische Methoden 


Bei diesen werden die durch die Permeation entstehenden Anderungen 


in der Zusammensetzung der AuBenlésung oder des Zellsaftes durch che- 
mische Reaktionen erfaBt. Hiebei kann es sich vorwiegend um qualitative 
Fallungsreaktionen handeln, wie sie z. B. schon von Janse (1887) bei den 
Untersuchungen der Permeation des NO,’-Ions angewendet sind oder wie 
sie zu den Gerbstoffniederschligen fiihren, sobald Alkaloide in die Vakuole 
eindringen. 

In giinstigen Fallen lassen sich die transportierten Mengen aber auch durch 
quantitative Analyse ermitteln, was fiir die Riesenzellen von Characerato- 
_ phylla erstmalig von Collander und Barlund (1933) gezeigt wurde. Stiles 
(1924) analysierte die AuBenlésung vor und nach dem Einlegen der Objekte. 
Bei diesen Versuchsanordnungen fehlen die stérenden Einfliisse durch mit- 
transportiertes Wasser. Bei Versuchen mit Hefe-Suspensionen ldésten 
Séhngen und Wieringa (1925) in dem wahrend des Experiments gleich- 
bleibenden Volumen der Versuchsfliissigkeit auBer dem Diosmotikum noch 
eine zweite, nichtpermeierende Substanz in osmotisch unwirksamer Kon- 
zentration. Anderungen dieser Konzentration wahrend des Versuches lassen 
einen Wassertransport zwischen Au8enlésung und Zelle erkennen, der dann 
bei der Ermittlung der Permeation beriicksichtigt werden kann. 


In jeder dieser drei Gruppen der experimentellen Methoden, besonders 
aber bei den osmotischen Verfahren, kann dasselbe Versuchsprinzip bis- 





696 E. Stadelmann 


weilen mehreren Berechnungsweisen fiir die Protoplasmapermeabilitat als 
Grundlage dienen. Stets wird dabei danach getrachtet, die GréBe der Per- 
meabilitit zahlenmaBig auszudriicken, was ihren méglichst unbeschrinkten 
Vergleich bei Versuchen mit verschiedenen Zellen und Diosmotika gestatten 
soll. Da die hier zu zeigende Ableitung der Formel fiir ein solches Permea- 
bilitétsmaB auf Versuchen nach der plasmolytischen Methode basiert, wobei 
vom zeitlichen Verlauf der Volumanderungen des plasmolysierten Proto- 
plasten ausgegangen wird, seien diese zundchst naher diskutiert. 


Ill. Der Ablauf eines Permeabilitétsversuches nach der 
plasmolytischen Methode 


Als Objekte sollen voll entwickelte Zellen mit groBer Zentralvakuole und 
dimnem Plasmabelag dienen. Es seien auch ideale Versuchsverhiltnisse 
angenommen, d.h. da die permeierende Substanz keinerlei Reaktionen 
mit dem Zellinhalt eingeht, ihre osmotische Wirksamkeit im Zellsaft unver- 
aindert beibehalt (keine Dissoziation) und insbesondere keine Schadigungen 
des Protoplasten hervorruft, daB das Volumen der Plasmamasse gegeniiber 
jenem des Zellsaftraumes vernachlassigbar klein ist, daB die Gesetze von 
Boyle-Mariotte und Van’t Hoff gelten usw. ; solche Voraussetzungen wer- 
den bei der Ableitung von PermeabilitaétsmaBen iiblicherweise stets gemacht 
(vgl. Stadelmann 1951, p. 767)°. 

Geht man von einer Zelle aus, die in reinem Wasser liegt, so halten sich 
der elastische Wanddruck und die Saugkraft des Protoplasten das Gleichge- 
wicht. Ubertrigt man jetzt das Objekt in ein hypertonisches Diosmotikum, 
was den Beginn des Permeabilitétsversuches darstellt, so wird dieses Druck- 
gleichgewicht gestort, weil nun die Saugkraft der AuBenlésung als neue 
Komponente auftritt. AuBerdem wird fiir das Diosmotikum ein Konzen- 
trationsgefille geschaffen, da dessen Konzentration in der Vakuole zu die- 
sem Zeitpunkt null ist. Im Moment des Versuchsbeginnes entstehen also 
simultan ein Ungleichgewicht der Drucke und ein Ungleichge- 
wicht der Konzentrationen, und das weitere Geschehen ist dann darauf 
ausgerichtet, in beiden Fallen den Gleichgewichtszustand herbeizufiihren. 

Das Druckgleichgewicht ist dann wieder hergestellt, wenn die Summe 
der auf eine Verkleinerung der Vakuole hinwirkenden Drucke bzw. Saug- 
krafte numerisch gleich derjenigen der entgegengesetzten Richtung ist, und 
das Konzentrationsgleichgewicht ist erreicht, wenn das Diosmotikum in der 
Vakuole in der Gleichgewichtskonzentration vorliegt. Diese ist gleich der 
AuBenkonzentration, wie es von Barlund (1929) und Collander und 
Barlund (1933) experimentell bestatigt wurde. 

Beim Ausgleich des Druckunterschiedes sind anfangs drei Komponenten 
beteiligt: Der Wanddruck, welcher durch die elastische Wanddehnung ver- 
ursacht ist, und die beiden Saugkriafte, entstehend durch die osmotisch 
wirksamen Substanzen einerseits in der Vakuole, andererseits in der AuBen- 

3 Die (auch inden folgenden Abschnitten) angegebenen Seitenzahlen beziehen sich auf 
Stadelmann (1951 und 1952), wo das nun zu behandelnde Thema ausfiihrlich dar- 
gestellt ist. 





Zur Versuchsmethodik und Berechnung der Permeabilitat 697 


losung. Durch das AuBenmedium, welches stets geniigend hypertonisch 
gewahlt werden kann, wird der Vakuole Wasser entzogen; die Membran 
entspannt sich meist sehr bald, und der weitere Ausgleich betrifft dann nur 
die Saugkrafte beiderseits des Protoplasten. Wie stets angenommen wird, 
bleibt dabei die Konzentration der AuBenlésung konstant, so daB die zum 
Gleichgewicht nétigen Anderungen allein die Vakuole betreffen kénnen: 
Thre Saugkraft steigt schlieBlich durch Volumverkleinerung auf den Wert 
der AuBenlésung an, was um so rascher geschieht, je leichter der Wasser- 
transport durch das Protoplasma erfolgt. 

Die Schnelligkeit, mit der sich das Konzentrationsgleichgewicht 
einstellt, ergibt sich aus der Eindringgeschwindigkeit des Diosmotikums in 
den Zellsaftraum, die von der Hohe des Permeationswiderstandes des Plasma- 
mantels fiir die betreffende Substanz und von anderen Faktoren abhangt. 

Unter gleichen AuBenbedingungen ist der Versuchsablauf je nach dem 
gegenseitigen Verhaltnis von Wasser- und Substanzpermeabilitaét der be- 
treffenden Objekte verschieden. Ist die Permeabilitat fiir das Diosmotikum 
viel gréBer als fiir Wasser, so werden zuerst das Konzentrationsgleichge- 
wicht oder beide Gleichgewichte simultan erreicht, wihrend bei einem ra- 
scheren Wassertransport zunadchst der Saugkraftunterschied verschwindet. 
Das so entstehende Saugkraftgleichgewicht bleibt dann auch wihrend des 
weiteren Versuchsablaufes, der nunmehr allein der Erreichung des Konzen- 
trationsgleichgewichtes dient, erhalten, wenn, wie hier angenommen, keine 
Energie zugefiihrt wird. 

Bei den meisten Permeabilitétsuntersuchungen werden Substanzen ge- 
wahlt, die wesentlich langsamer als Wasser durch den Protoplasten per- 
meieren, so daB zuerst das Gleichgewicht der osmotischen Saugkraft er- 
reicht wird. Das Diosmotikum dringt dabei — an sich unabhaingig vom 
Ausgleich der Saugkrafte — entsprechend der momentanen GréBe der 
Protoplastenoberflache und des Konzentrationsgefilles sowie des Permea- 
tionswiderstandes des Protoplasten in die Vakuole ein und vermehrt dort 
die Gesamtmenge der osmotisch wirksamen Substanz. Das Konzentrations- 
gefille fiir die endosmierende Substanz bleibt aber auch noch nach dem Aus- 
gleich der osmotischen Saugkrafte bestehen, so daB sie weiterhin in die Vaku- 
ole permeiert. Zur Aufrechterhaltung des osmotischen Saugkraftgleichge- 
wichtes ist jetzt aber das Eintreten von Wasser in die Vakuole erforderlich. 
Hiedurch vergréBert sich das Vakuolenvolumen, d. h. der Protoplast dehnt 
sich zuriick. Hat er schlieBlich das Volumen der entspannten Zelle erreicht, 
so beginnt beim Druckgleichgewicht wieder der Wanddruck der Zellmem- 
bran, der auf einen Wasseraustritt hinarbeitet, mitzuwirken, so daB dann 
nicht mehr die der endosmierenden Substanz bei der AuBenkonzentration 
entsprechende Wassermenge in die Vakuole eintritt. Ist das Konzentrations- 
gleichgewicht schlieBlich erreicht, so hért die Permeation auf, und es hat sich 
dann die osmotische Saugkraft in der Vakuole gegeniiber jener vor Versuchs- 
beginn um diejenige der AuBenlésung erhéht, wobei die Membran wieder 
den urspriinglichen Wanddruck ausiibt, den sie in reinem Wasser besab. 

Man kann demnach den Ablauf eines solchen Permeabilitatsversuches 
schematisch in vier Phasen unterteilen: 
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Die erste Phase, Anfangsphase, beginnt mit dem Einlegen der Zelle 
in die hypertonische AuBenlésung und dauert bis zu jenem Zeitpunkt, zu 
welchem der Wanddruck unwirksam wird und sich der Protoplast von der 
Wand lést (Grenzplasmolyse). 

Die zweite Phase, Kontraktionsphase, beginnt mit der Loslésung des 
Protoplasten von der Zellwand und endet mit dem Zustand maximaler 














R ye 

Abb. 1. Schematische Darstellung des Konzentrationsverlaufes im Zellsaftraum bei 

einem Permeabilitaétsversuch nach der plasmometrischen Methode (Ordinate: Kon- 

zentration; Abszisse: Zeit). 

Kurve a: Partialkonzentration der urspriinglich vorhandenen osmotisch wirksamen 

Substanz in der Vakuole. 
Kurve 6: Partialkonzentration der diosmierten Substanz im Zellsaftraum. 
Kurve c: (= a + b): Resultierende Gesamtkonzentration im Zellsaftraum. 
Konzentration der urspriinglich vorhandenen osmotisch wirksamen Substanzen bei 
Wassersattigung (= Og, vgl. Ursprung 1939); 
2 deren Partialkonzentration am Beginn der Kontraktionsphase ; 
Partialkonzentration der diosmierten Substanz in der Vakuole am Beginn der Kon- 
traktionsphase ; 
4 Gesamtkonzentration am Beginn der Kontraktionsphase ; 
Partialkonzentration der diosmierenden Substanz in der Vakuole am Beginn der 
Riickdehnungsphase ; 

} Partialkonzentration der urspriinglich vorhandenen Substanz in der Vakuole am 
Beginn der Riickdehnungsphase ; 
Gesamtkonzentration in der Vakuole wahrend der Riickdehnungsphase (= AuBen- 
konzentration) ; 
Partialkonzentration der endosmierten Substanz am Ende der Riickdehnungsphase ; 
Gesamtkonzentration in der Vakuole am SchluB der Endphase (= 7 + 1). 
A Anfangsphase; K Kontraktionsphase; R Riickdehnungsphase; H Endphase. 


Kontraktion der Vakuole, also mit der Einstellung des osmotischen Saug- 
kraftgleichgewichtes zwischen Zellsaftraum und AuBenlésung (Stadium der 
plasmolytischen Kontraktion). 

Die dritte Phase, Riickdehnungsphase, beginnt mit der Einstellung 
des osmotischen Gleichgewichtes und endet mit dem Zeitpunkt, zu welchem 
der Protoplast der entspannten Zellwandung allseitig so lose anliegt, daB 
noch kein Wanddruck entsteht (Stadium der Deplasmolyse, welches mit dem 
neuerlichen Erreichen der Grenzplasmolyse endet). 
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Die vierte Phase, Endphase, beginnt mit dem Wiederauftreten des 
Wanddruckes und endet, sobald die Konzentration des Diosmotikums in 
der Vakuole gleich derjenigen der AuBenlésung ist (Erreichung der vélligen 
Turgeszenz), was den AbschluB des Permeabilititsversuches bedeutet. 

Diese Verhialtnisse sind in Abb. 1 und 2 durch die graphische Darstellung der zeit- 
lichen Anderung der Konzentrationen der urspriinglich in der Zelle vorhandenen und 
permeierenden Substanz, deren Summe und des Protoplastenvolumens veranschau- 
licht. Vor der Anfangsphase werden die Verhiltnisse beim Druckgleichgewicht der 
Zelle in reinem Wasser gezeigt. Die anschlieBende Anfangs- und auch die Kontrak- 
tionsphase sind gegeniiber der Riickdehnungsphase in ihrer zeitlichen Dauer iiber- 
dehnt dargestellt, waihrend die Endphase, die theoretisch erst fiir t = co beendet ist, 
gekiirzt eingetragen wurde. Die Kurven sind zur besseren Veranschaulichung stark 
iiberhéht, so daB sie wohl ein richtiges Bild iiber die zeitliche Anderung der Konzen- 
trationen liefern, aber nicht das wahre Verhialtnis verschiedener Ordinaten- und Ab- 
szissenwerte erkennen lassen. Auch sind Linienziige dort, wo sie zusammenfallen, in 
einem geringen Abstand voneinander getrennt und parallel gefiihrt, und der Anstieg 
der Partialkonzentration der endosmierenden Substanz iiber alle Phasen als konti- 
nuierlich angenommen, obwohl Unstetigkeiten an deren Grenzen denkbar wiren. 














—— fF — ee 


Abb. 2. Schema der Volumiénderungen des Protoplasten bei einem Permeabilitats- 
versuch nach der plasmolytischen Methode (Ordinate: Volumen; Abszisse: Zeit). 
Vakuolenvolumen im wassergesattigten Zustand ; 
2 dasselbe am Beginn der Kontraktionsphase ; 
dasselbe am Ende der Kontraktionsphase ; 
dasselbe fiir den Beginn des Permeabilitiatsversuches extrapoliert aus der Riick- 


lehnung. 
dehnung A, K, R, E wie in Abb. 1. 


IV. Die Ableitung einer Formel zur Berechnung der Permeabilitat 
aus dem Fickschen Gesetz 


Wahrend bisher zur Entwicklung solcher Gleichungen bei der Berech- 
nung stets Vereinfachungen oder Vernachlassigungen erforderlich schienen, 
soll nun gezeigt werden, wie es unter bestimmten Verhaltnissen méglich ist, 
ohne solche MaBnahmen alle im Versuch auftretenden variablen GréBen 
(Partialkonzentrationen, Oberflache, Volumen) mit ihren stetigen Ande- 
rungen zu beriicksichtigen. 

Das Prinzip dieser Berechnung beruht, wie meist iiblich, in der Anwen- 
dung des fiir Permeabilitaétsberechnungen umgeformten ersten Fickschen 
Diffusionsgesetzes auf die Verhaltnisse der Riickdehnungsphase bei Ver- 
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suchen mit zylindrischen Zellen, deren Protoplastenvolumen und -ober- 
fliche dann aus der Messung der Protoplastenlinge und der inneren Zell- 
breite (siehe Abb. 3) berechnet werden (H6fler 1917; Lepeschkin 1908). 

Die hier gewihlte Grundgleichung (vgl. Barlund 1929 u. a.) sagt aus, daB 
die pro Zeiteinheit eindringende Menge der diosmierenden Substanz pro- 
portional der GréBe ihrer Konzentrationsdifferenz zwischen AuBenlésung 
und Vakuole und der gesamten Protoplastenoberfliche ist. Hiebei wird, wie 
iiblich, die Dicke der permeationshemmenden Schicht als konstant ange- 
nommen und in den Proportionalitatsfaktor einbezogen, der somit als 
MaB fiir die Permeabilitat angibt, welche Menge der diosmie- 
renden Substanz pro Zeiteinheit durch die Oberflacheneinheit 
des Protoplasten bei Vorliegen einer Konzentrationsdifferenz 
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Abb. 3. Schema einer zylindrischen Zelle bei Endplasmolyse. 
L Linge des Protoplasten von Kuppe zu Kuppe. 0 innere Zellbreite. h innere Zell- 
lange. 


von der GroBe der Konzentrationseinheit in die Vakuole ge- 
langt. Die Formel hiefiir lautet dann: 


dm 


dt 
Wahrend des Versuches andern sich von den hierin vorkommenden 
GréBen neben der diosmierenden Menge dm auch die Protoplastenober- 
fliche A und die Partialkonzentration k der diosmierenden Substanz, wo- 
hingegen C, deren Konzentration in der AuBenlésung, konstant bleibt. 
Gelingt es nun, diese drei Variablen fiir die gewaihlte Versuchsmethode durch 
eine einzige zu ersetzen, welche dabei auch noch direkt meBbar ist, so laBt 
sich die obige Gleichung integrieren, nach K auflésen und dieser Wert durch 
Einsetzen der im jeweiligen Versuch gefundenen MeBwerte als GroBe der 
betreffenden Permeabilitaét zahlenmaBig angeben. Da dieses MaB fiir die 
Permeabilitat dann bereits auf die Einheit von Zeit, Protoplastenoberflache 
und Konzentrationsdifferenz reduziert ist, konnen somit auf gleichem Wege 
gewonnene Zahlenwerte von anderen Versuchen ohne Riicksicht auf die 
dort vorliegenden Verhaltnisse von Konzentrationen und ZellgréBe ver- 
glichen werden. 
Die Reduktion dieser Variablen auf eine einzige Veranderliche (Vaku- 
olenvolumen), wie sie erstmals Scarth (1939) zeigte, fiihrte auf eine End- 


wk. ACh (1) 
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gleichung, in welcher aber ein Glied vernachlassigt wurde. Da sich eine solche 
Vereinfachung ungiinstig auswirken kann, ist bei der hier zu zeigenden Be- 
rechnung davon abgesehen, wobei die obigen Variablen durch die Proto- 
plastenlinge L ersetzt sind (vgl. p. 782). 

Besitzt der plasmolysierte Protoplast halbkugelige Menisken, so setzt 
sich seine Oberflache A aus jener der beiden Halbkugeln und der des 
Zylindermantels zusammen und es folgt nach Lepeschkin (1908) und 
Schmidt (1936): toneckae (2) 


Zur Berechnung der wahrend des Zeitdifferentials dt endosmierten 
Menge dm; geht man vom Gleichgewicht zwischen der Gesamtkonzen- 
tration in der Vakuole und der AuBenlésung aus, wie dieses wihrend der 
Riickdehnungsphase besteht: 

C=c+k, (3) 


wobei C die Konzentration der AuBenlésung, c die Partialkonzentration 
der urspriinglich in der Vakuole vorhandenen osmotisch wirksamen Sub- 
stanz und k jene des permeierenden Stoffes in der Vakuole bedeutet. Dieses 
Gleichgewicht besteht sowohl zur Zeit ¢, als auch zur Zeit t,=t, + dt, 
beide in der Riickdehnungsphase gemessen, womit also gilt: 


t,...C=¢,+&;; t,...C=e,+k, SG 


Man benutzt nun die einfache Relation, daB das Volumen einer bestimm- 
ten Lésungsmenge multipliziert mit deren Konzentration stets die Menge 
der darin vorhandenen gelésten Substanz angibt. Es folgt demnach fiir 
die voraussetzungsgemaiB gleichbleibende Menge mz der urspriinglich vor- 


handenen Substanz: 
mu = V,.¢, = Vy. ¢,. (5) 


Fiir die Mengen ms, und ms, der diosmierten Substanz zur Zeit ¢, und ¢,, 
die einander ja nicht gleich sind, gilt andererseits ebenfalls: 


ms, = V,.k,; ms, = V,.k,. 
Berechnet man hieraus die Partialkonzentrationen k,, k,, c, und c¢,, fiihrt 
diese Werte in die obige Gleichung ein, so ergibt sich: 


Mu 


2 


i... Ome 


Woraus nach Umformung und Subtraktion folgt: 
Ms, —™s, = C'.(V, — JV,). 
Setzt man das Volumen V des endplasmolysierten Protoplasten nach 
H6fler (1917) gleich 
v9 ~ 
ae 


so ergibt sich schlieBlich fiir das Differential dms, d. h. die sehr kleine Diffe- 
TenZ Ms, — Ms,: 


dms a SoS . : (7) 
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Um in Formel (1) die Partialkonzentration k zu eliminieren, berechnet 
man die Konzentrationsdifferenz C — k aus der Gleichung des osmotischen 
Gleichgewichtes (3) zu ps 


Es ist demnach die Konzentrationsdifferenz zwischen der AuBenkonzen- 
tration C und der Partialkonzentration k der diosmierenden Substanz in der 
Vakuole jeweils gleich der Partialkonzentration c der urspriinglich vorhan- 
denen Substanz. Der Wert von c laBt sich nun leicht berechnen, wenn man 
vor der Riickdehnung mit einer nichtpermeierenden Substanz isotonischer 
Konzentration vorplasmolysiert. Ergibt sich dort im osmotischen Gleich- 
gewicht das Protoplastenvolumen Vo, so gilt bei jedem anderen Proto- 
plastenvolumen V nach (5) die einfache Beziehung 
Vo 


tae, 


in welcher das Volumen nach (6) wieder eingesetzt wird, so daB schlieBlich 


folgt: 


socaineteaain ean (8) 
Pets... 


3 

Statt durch Vorplasmolyse kann der Wert von L, meist auch durch 
graphische Extrapolation des Riickdehnungsverlaufes bis zum Versuchs- 
beginn (4 in Abb. 2) mit ausreichender Genauigkeit ermittelt werden. Fihrt 
man nun die oben gefundenen Ausdriicke fiir A, dms und C — k [Gleichun- 
gen (2), (7), (8)] in die Differentialgleichung (1) ein, so ergibt sich zunichst : 


Durch Umformung und Integration zwischen den Grenzen 1 und 2 resultiert 
endlich folgende Formel (vgl. p. 778): 


(9) 
Darin bedeutet: 
b imnere Zellbreite; 
L, die fiir einen Plasmolyseversuch in isotonischer AuBenlosung ermittelte 
Lange des Protoplasten von Kuppe zu Kuppe; 
L, und L, Linge des Protoplasten von Kuppe zu Kuppe zur Zeit ¢, und t,; 
t, und ¢t, die in der Riickdehnungsphase gelegenen Zeiten der Messung; 
K Proportionalitatsfaktor, welcher als MaB fiir die GréBe der Permeabilitat 
des Plasmamantels dient. 


Diese Gleichung erlaubt, durch Einsetzen der im Experiment gefundenen 
MaBzahlen fiir Protoplastenlangen, Zeiten und Zellbreite spezielle Werte 
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fiir den Faktor K zu ermitteln und gibt so die Permeabilitat des Proto- 
plasmamantels der im betreffenden Versuch beobachteten Zelle quantitativ 
an. Die stetigen Veriinderungen der dort auftretenden Variablen wurden 
dabei ohne Vereinfachung oder Vernachlissigung im vollen AusmaBe be- 
ricksichtigt, und es 1aBt sich dieses Permeabilitétsma8 auch mit analog 
abgeleiteten Resultaten anderer Versuche ohne Riicksicht auf Zellvolumen 
und Konzentrationsverhaltnisse vergleichen. Die Dimension von K ist 
ae und je nach den gewahlten GrundgréBen fiir Linge und Zeit re- 
ei 
sultiert als MaBeinheit cm/h, cm/sec, u/sec usw. 


V. Die Priifung der Endformel fiir das Permeabilitétsma8 


Bevor nun diese Formel zur Anwendung kommen soll, ist es zweckmaBig 
zu untersuchen, ob und in welchem Ausma8 die in ihr implizierten Zusam- 
menhiinge durch das Experiment bestatigt werden. Damit erfolgt auch eine 
Priifung der zur Aufstellung der Gleichung erforderlichen Voraussetzungen. 
Man geht also in gleicher Weise wie bei rein physikalischen und physikalisch- 
chemischen Fragestellungen, wo ebenfalls die Richtigkeit der aus theoreti- 
schen Annahmen abgeleiteten Formeln durch die experimentellen Ergeb- 
nisse nachgewiesen werden soll, vor. Zutreffendenfalls 1i8t dies auf eine 
entsprechend hohe Zuverlissigkeit der zu priifenden Gleichung schlieBen. 

Bei der obigen Endformel (9) wire zunachst die Art der Abhangigkeit 
zwischen L und ¢ festzustellen. Da die tibrigen GréBen (K, Ly, b) wihrend 
jedes einzelnen Versuches ihre konstanten Werte besitzen, gelingt eine 
solche Priifung einfach dadurch, da8 man fiir t, = 0 setzt, also den Zeit- 
punkt des Versuchsbeginns wahlt, wobei dann L, = L, (Protoplastenlinge 
am Anfang des Versuches) wird. Die Endgleichung nimmt somit folgende 
Form an: b L 


L—I,—z-nz- 


. b 
(403) 


Setzt man hierin fiir K, b und L, im Versuch vorkommende feste Werte ein, 
so lassen sich fiir eine Reihe von angenommenen Protoplastenlingen L die 
entsprechenden GréBen von ¢ berechnen. Man traigt nun diese Wertepaare 
in ein Zeit-Protoplastenlangen-Diagramm ein, woraus sich dann der aus 
der Formel (10) bzw. (9) folgende Ablauf der Riickdehnung, der eine fast 
genau lineare Proportionalitat zwischen der Zeit und der Zu- 
nahme der Protoplastenlainge zeigt, ergibt. Aus Gleichung (10) bzw. 
(9) kann man also bei endplasmolysierten Protoplasten zylindrischer Zellen 
im ‘Totalversuch Zeitproportionalitat des Riickdehnungsverlaufes postu- 
lieren (vgl. p. 781). 

Diese aus der Formel abgeleitete GesetzmaBigkeit wurde im Experiment 
iberpriift, indem man bei einer gréBeren Zahl von Versuchen mit Glycerin 
und Harnstoff als Diosmotikum (insgesamt etwa 110 einzeln gemessene 
Zellen von Taraxacum officinale, Sonchus laciniatus und S. fruticosus, 


K= 





(10) 
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Allium Cepa, Zebrina pendula und Carduncellus eriocephalus*, vgl. p. 374) 
die Riickdehnung genau beobachtete. In ca. 90 Prozent der Experimente 
ist daraus tatsichlich die geforderte Zeitproportionalitait (p. 381; siehe 
Abb. 4) ersichtlich, so daB diese theoretisch hergeleitete Relation zwischen 
Riickdehnungsverlauf und Zeit im Experiment ihre Bestiitigung findet. 


ae 




















1 4 t @ j rn 4 i i 1 n UY 
60 0 40 ft 
Abb. 4. Riickdehnungen in Harnstoff. 

a und e Parenchymzellen des Stengels von Zebrina pendula; b bis d Epidermiszellen an 
der Oberseite der Blattmittelrippe (Basis) von Taraxacum off.; f Epidermiszelle an 
der Oberseite der Blattmittelrippe (Basis) von Sonchus laciniatus. 
Abszissen: Zeit in Minuten; Ordinaten: Protoplastenlaéngen in Mikrometerteilstrichen. 
1 Teilstrich = 2,78 p. 








Es 1a8t sich aus dieser Endformel noch eine zweite Angabe tiber das Ver- 
halten einer betrachteten Zelle ableiten, wozu man die Gleichung (9) zu- 
naichst in der folgenden Weise anschreibt: 

b L 
i eg 


i, ue 


b 
K=7:- 


Wenn man fiir ¢, — t, stets gleich lange Zeitintervalle wahlt, so folgt daraus, 
daB der Quotient 


(11) 


4 Bei letzteren in noch unverdffentlichten Versuchen. 
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ebenfalls seinen Wert stets beibehalten muB, da ja die Werte von b und K bei 
derselben Zelle und fiir dieselbe diosmierende Substanz gleichbleiben. 
Dies gilt selbstverstiindlich auch, wenn verschiedene ZahlengréBen fiir 


(z,— 3) vorliegen, so daB sich dann der Zahler dieses Quotienten entspre- 


chend aindern mu. Ein anderer Wert von L, (d.i. die Lange des Proto- 
plasten beim Einlegen der Zelle in ein isotonisches Plasmolytikum einer 
nicht diosmierenden Substanz bei Endplasmolyse) ergibt sich nun, falls 
man die Zelle in einer anderen Konzentration sich riickdehnen 148t. Wird 
also dasselbe Diosmotikum gewahlt (um die Gleichheit des Wertes von K, 
der seiner Bedeutung entsprechend von der eindringenden Substanz ab- 
hangt, zu gewahrleisten), miiBte in diesem Falle bei einer héheren Kon- 
zentration (kleinerer Wert von L,) fiir gleiche Zeitdifferenzen t, — t, die 
GréBe L, — L, — : -In = kleiner sein als fiir eine niedrigere Konzen- 
tration (gréBeres Lp). Dadureh vermindert sich der Wert des Bruches 
——-mn- 


_i 1, was durch Verkleinerung der Differenz L, — L, erfolgt 


(das Produkt 2 -In Z andert seine Gro8e nur verhaltnismaBig wenig). Dies 


bedeutet schlieBlich, daB die Riickdehnungsgeschwindigkeit (Zunahme der 
Protoplastenlinge pro Zeiteinheit) abnimmt. Die Konstanz des Quotienten 
(11) bei Konzentrationsiinderungen sagt damit aus, daB die Riickdeh- 
nungsgeschwindigkeit fiir den gleichen Protoplasten bei 
héherer Konzentration desselben Diosmotikums geringer ist 
als bei niedrigeren Konzentrationen. 

Kin solcher Zusammenhang zwischen Rachdehnungignecbetadigiess 
und Konzentration des Diosmotikums, wie er sich aus der Endgleichung 
fir K ableitet, scheint von besonderem Interesse. Folgt die Riickdeh- 
nungsgeschwindigkeit im Experiment der obigen Relation, so ist dies dem- 
nach keineswegs als Hinweis auf eine Abhangigkeit der Permeabilitits- 
konstanten von der Konzentration, sondern vielmehr als Bestiatigung dafiir 
zu werten, daB der Permeabilitatsfaktor bei Konzentrationswechsel seine 
GréBe nicht andert, da er ja bei der Herleitung obiger Konzentrations- 
abhangigkeit definitionsgema8 als Konstante behandelt wurde. Er darf 
keineswegs der Riickdehnungsgeschwindigkeit gleichgesetzt werden und 
ist ihr bei verschiedenen Versuchen nur dann angenihert proportional, 
wenn Zellen, welche dieselbe Menge urspriinglich vorhandener Substanz 
my und gleiche Zellbreite b besitzen, in AuBenlésungen derselben Konzen- 
tration gemessen werden. 

Die experimentelle Priifung dieses Zusammenhanges ist etwa in der 
Weise denkbar, daB dieselbe Zelle nacheinander in verschiedene Konzen- 
trationen des Diosmotikums zur Messung der Riickdehnung eingelegt wird, 
wobei durch entsprechende Zwischenbehandlung darauf zu achten wire, 
daB die endosmierte Substanz wieder den Protoplasten verliBt, so dab 
die Zelle am Beginn eines jeden dieser Permeabilititsversuche sich im 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 45 
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gleichen Zustand befinden wiirde. Es liegt auf der Hand, da® ein solches 
Vorgehen wenn nicht zu letalen, so doch zu sehr schwerwiegenden Ande- 
rungen des Zellverhaltens fiihren diirfte und dabei wohl auch die Permea- 
bilititseigenschaften alteriert wiirden. Man kann nun aber zeigen (p. 395 f.), 
daB es fiir den Verlauf der Riickdehnung in einer bestimmten Konzentration 
gleichgiiltig ist, ob und auf welche Weise (d. h. in welcher anderen Konzen- 
tration) bereits diosmierende Substanz in die Vakuole gelangte. Es lassen 
sich daher solche Konzentrationswechselversuche vereinfachen, indem zu- 
nichst in einer Konzentration C, beobachtet wird und die Zelle hernach ohne 
AnschlieBen einer Exosmose in die (meist héhere) Konzentration C, gelegt 
wird. In dieser ist dann die weitere Riickdehnung nach der ja immer rasch 
erfolgenden Einstellung des neuen osmotischen Gleichgewichtes zu proto- 
kollieren und aus den MeBwerten der Quotient (11) fiir beide Konzentra- 
tionen zu berechnen. Es kann auch ein Vergleich der entsprechenden Werte 
fiir K, die sich durch Multiplikation des Quotienten mit dem konstanten 


b 1 : 
Faktor — ; ergeben, erfolgen. Bei diesen Berechnungen ist jeweils 
eis 


der der betreffenden Konzentration entsprechende Wert von L, einzusetzen, 
welcher fiir die erste Konzentration (C,) durch Extrapolation aus dem Riick- 
dehnungsverlauf oder durch isotonische Vorplasmolyse als L,, bestimmt 
wird. Der zur Konzentration C, gehérige Wert L,, laBt sich aus L,, durch 
Beriicksichtigung des Verhialtnisses der Konzentrationen nach der iiblichen 
Beziehung 


finden. 

Die auf diese Weise gepriiften Zellen zeigen nun eine ausreichende Uber- 
einstimmung der so berechneten Permeabilititskonstanten fiir die beiden 
Konzentrationen. Wenngleich bisher nur relativ wenige Zellen in dieser 
Hinsicht untersucht wurden, so kann doch der aus der Formel abgeleitete 
Zusammenhang, die Konzentrationsabhingigkeit der Riickdehnungsge- 
schwindigkeit bei gleichbleibender GréBe der Permeabilitaétskonstanten be- 
treffend, als experimentell bestatigt betrachtet werden. 


Dadurch, da die Zelle tatsichlich die beiden aus der Formel (9) ableit- 
baren Verhaltensweisen hinsichtlich des Riickdehnungsverlaufes und der 
Konzentrationsabhangigkeit der Riickdehnungsgeschwindigkeit geniigend 
genau bestitigt, besteht fiir die Richtigkeit der Berechnung dieser Permea- 
bilitaétskonstanten ein sehr hoher Wahrscheinlichkeitsgrad. Thre Anwendung 
zur Berechnung des Faktors K aus plasmometrischen Versuchen kann daher 
vorgeschlagen werden. 

Wegen dieser Ubereinstimmung von Versuchsergebnissen und theoreti- 
scher Ableitung erlangen mathematische Betrachtungen, welche in ahn- 
licher Weise die quantitativen Zusammenhange zwischen Partialkonzen- 
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tration, Menge der permeierenden Substanz, Konzentrationsdifferenz usw. 
und deren zeitlichen Anderungen behandeln (p. 389 f.), erhéhtes Interesse. 
Solche Untersuchungen vermégen bei Fehlen zusitzlicher Komplikationen 
einen weitgehenden Einblick in das Zusammenspiel der wirksamen Faktoren 
zu geben. 


VI. Zur Anwendung der Endformel 


Die Ausrechnung von Zahlenwerten fiir K aus Gleichung (9) ist ohne 
Schwierigkeiten méglich, da der Wert von L,, wenn er nicht aus einer 
Vorplasmolyse bekannt ist, mittels Extrapolation der zeitproportionalen 
Riickdehnung bis zu dem Zeitpunkt des Einlegens der Zelle in das Dios- 
motikum meist mit geniigender Genauigkeit bestimmt wird. 

In diesem Falle léBt sich aus der Gleichung 

L.—L, L,—lI, 


t,—t,  t—t, 


| a 2 
ilies a 
3 ee 


errechnen, was, in Gleichung (9) eingesetzt, folgende SchluBformel liefert: 


fiir L, der Ausdruck 
L,— 


ee L,— 
K=—- ‘ epi Senet (12) 
Darin bedeutet: (1, ee ts — 4) — Uy — 19) a — fy) 
b Zellbreite ; 
t, die Zeit des EKinlegens der Zelle in das Diosmotikum; 
L, und L, die Protoplastenlangen von Kuppe zu Kuppe zu den Zeiten t, und ¢,; 
t, und ¢, die Zeiten der Messung; 
K die Permeabilitaétskonstante (Dimension Linge/Zeit). 

Gleichungen (9) und (12) sind leicht anzuwenden, wobei die Berechnung 


L 
des In” zwar etwas mehr Miihe bereiten kann, doch 1aBt sich das Glied 


L, 
b 


L 
= In i. meist nicht vernachlassigen (p. 782). Die Formeln besitzen einen 
§ 1 


einfachen mathematischen Aufbau, die Kenntnis der angewandten Kon- 
zentration ist nicht erforderlich und eine Messung der Zellange h fallt weg. 
Die Bestimmung zweier Protoplastenlingen mit gleichzeitiger Proto- 
kollierung der Zeit der Messung (wobei auf eine exakte Registrierung der 
gesamten Riickdehnung, wie sie hier zur genauen Erfassung ihres Verlaufes 
erforderlich war, im allgemeinen verzichtet werden kann) und der Zell- 
breite ist wohl stets ohne Schwierigkeiten méglich. 

Es ist ferner vorteilhaft, daB als PermeabilititsmaB ein Zahlenwert, 
auf welchen das jeweilige Zellvolumen und die Konzentration ohne EinfluB 
bleibt, resultiert und deren stetige Anderungen im Versuch beriicksichtigt 
sind. Sehr giinstig wirkt sich die Dimension dieses Faktors K (Liange/Zeit) 
aus, weil er so ohne weitere Umrechnungen zum Vergleich mit der Mehr- 
zahl der anderen Permeabilitaétskonstanten geeignet ist. 
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VII. Zusammenfassung 


Nach einer kurzen Erwahnung der fiir eine Permeabilitaétsmessung 
iiblichen Uberlegungen werden die experimentellen Methoden je nach der 
Art des ausgewerteten Phinomens in drei Gruppen eingeordnet: 

1. Die osmotischen Methoden, welche die unmittelbar zu erkennenden 
Voluminderungen der Vakuole auswerten. Sie werden weiter in die plas- 
molytischen Methoden und die Turgeszenzmethoden unterteilt, je nachdem, 
ob eine Abhebung des Protoplasten erfolgt oder unterbleibt. 

2. Die iibrigen physikalischen Methoden, welche auf Farbreaktionen, 
Messungen des spezifischen Gewichtes, der elektrolytischen Leitfahigkeit, 
Radioaktivitét usw. beruhen. 

3. Die chemischen Methoden, welche qualitative und quantitative 
Nachweisverfahren des Stoffeintritts behandeln. 

AnschlieBend folgt eine Analyse der Verhiltnisse bei einem Permea- 
bilititsversuch nach der plasmolytischen Methode, wobei vorgeschlagen 
wird, den Versuchsverlauf in vier Phasen (Anfangsphase, Kontraktions- 
phase, Riickdehnungsphase und Endphase) einzuteilen. 

Fiir Versuche nach der plasmometrischen Methode wird ferner ausgehend 
vom Fickschen Diffusionsgesetz eine Formel fiir ein Permeabilitaétsma8 ab- 
geleitet, bei welcher die vorkommenden variablen GréBen (Partialkonzen- 
trationen, Volumen, Oberflaiche) durch eine einzige Verinderliche (die 
Protoplastenlinge L) ersetzt sind, so daB die Ausgangsgleichung ohne Ver- 
nachlassigungen oder Vereinfachungen integrierbar ist. Die so resultierende 
Formel zur Berechnung der Permeabilitét wird zunachst hinsichtlich des 
aus ihr ableitbaren Verhaltens des Protoplasten bei der Riickdehnung ge- 
priift. 

Es ergibt sich dabei, daB die Riickdehnung ganz allgemein proportional 
der Zeit verlaufen und ihre Geschwindigkeit bei gleichbleibender Permea- 
bilitatskonstante abhingig von der Konzentration des betreffenden Dios- 
motikums sein soll. Da diese aus der Formel durch theoretische Uberle- 
gungen abgeleiteten Folgerungen durch die Experimente bestatigt werden, 
so diirfen die Permeabilititsformel und die zu ihrer Berechnung angenom- 
menen Voraussetzungen fiir die betrachtete Versuchsmethode als gesichert 
gelten. 

Wird in Formel (9) die Protoplastenlinge L, (d.i. diejenige bei End- 
plasmolyse mit einem isotonischen Plasmolytikum) aus dem Riickdehnungs- 
verlauf extrapoliert, so nimmt die Gleichung folgende Form an: 

.. & 

ee, a L,—L, hee’ 
mar! maki | aeecamamaataS a 
(.— 4) (t.—th) — (Lp — Ly) (tp —t) 

Hieraus lé8t sich durch Einsetzen der Protoplastenlingen L, und L, 
zu den Zeiten der Messung ¢, und ¢,, der Zeit ¢, des Einlegens der Zelle in 
das Diosmotikum und der Zellbreite 6 die MaBzahl der Permeabilitat als 
Faktor K in der Dimension Lange/Zeit leicht errechnen. 
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Durch die Auffindung der Proplastiden (Strugger 1950, 1953, 1954) ist 
das Problem der ontogenetischen Entwicklung der somatischen Chloro- 
plasten zur Diskussion gestellt worden. Einerseits ist das Proplastid nach 
den Angaben Struggers ein relativ einfach gebautes System, bestehend 
aus dem amdéboiden Stroma, in welches ein scheibchenférmiges Primiargra- 
num eingelagert ist. Andererseits ist durch die polarisationsmikroskopi- 
schen Befunde von Menke (1938, 1940), die lichtmikroskopischen Beob- 
achtungen von Strugger (1951) und durch die elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen von Frey-Wyssling und Mihlethaler (1949), Wolken 
und Palade (1952, 1953a und b), Leyon (1953a und b, 1954), Leyon 
und v. Wettstein (1954), Steinmann und Sjéstrand (1955) u. a. die 
Struktur des somatischen Chloroplasten weitgehend erforscht. Sie ist auBerst 
kompliziert und umfa8t im lichtmikroskopischen Bereich die Geldrollen- 
anordnung der Grana, im elektronenmikroskopisch erfaBbaren Bereich die 
sublichtmikroskopische Lamellierung der Grana und die eindeutige Fest- 
stellung der von Strugger (1951) lichtmikroskopisch beobachteten Triger- 
lamellensysteme, welche zwischen den Grana horizontal im Stroma verlaufen. 

Das Proplastid besteht aus zwei kontinuierlichen plasmatischen Kompo- 
nenten, dem Stromaplasma und dem Plasma des primiéren Granums. In 
diesem Zustand vollzieht sich in den Urmeristemen der Spermatophyten die 
Keimbahn des Plastidensystems durch Teilung der Proplastiden (vgl. 
Strugger 1950, 1953, 1954). Bei der Differenzierung der somatischen Ge- 
webe erfolgt die ontogenetische Entwicklung der Proplastiden zum struktu- 
rell hochgeordneten, photosynthetisch tatigen Chloroplasten. 

Gegenstand dieser Arbeit ist der Versuch, einige neue Beobachtungen 
zu dem Problem der Ontogenese der Chloroplasten zu sammeln. Es mu8 
bemerkt werden, daf unsere bisherigen Kenntnisse tiber die Proplastiden 
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und iiber den Feinbau der Chloroplasten sich im wesentlichen auf den mono- 
kotylen Liliiflorentypus beziehen. Die Proplastiden dikotyler Pflanzen 
sind bisher noch nicht studiert worden. Ebenso sind unsere Kenntnisse 
iiber die Struktur der somatischen Chloroplasten dikotyler Pflanzen noch 
sehr liickenhaft. 

Auch die Bemiihungen, das Problem der Ontogenese der Chloroplasten 
wahrend der somatischen Differenzierung der Gewebe in Angriff zu nehmen, 
stecken noch in den Anfiangen. So liegen zu diesem Thema die Arbeiten 
von Strugger (1950, 1953, 1954), Heitz und Maly (1953), Grave (1954), 
Fasse-Franzisket (1955) und Boing (1955) auf lichtmikroskopischem 
Gebiet vor. Mit Hilfe der elektronenmikroskopischen Analyse wurde 
diese Frage von Leyon (1954) und Miihlethaler (1955) in Angriff ge- 
nommen. Alle diese Arbeiten ergaben noch kein endgiiltiges Bild von 
den Wachstumsprozessen, welche bei der Ontogenese der Proplastiden zu 
den somatischen Chloroplasten vor sich gehen. Die Ansichten gehen bei- 
spielsweise zwischen Strugger (1950, 1953, 1954) und Heitz und Maly 
(1953) so weit auseinander, daB sogar die Ausgangsstadien, nimlich die 
Proplastiden, umstritten sind. Wahrend Strugger bei seinen lichtmikro- 
skopischen Arbeiten zum Resultat gelangt, daB die Proplastiden ein kon- 
tinuierliches, also priexistentes primires Granum fiihren, vertreten Heitz 
und Maly die Ansicht, daB das Primargranum iiberhaupt erst im Zuge 
der Ontogenese aus dem Stroma gebildet wird. Andererseits gelang es 
Heitz (1954), Leyon (1954) und Perner (1955), das Primargranum der 
Liliifloren-Proplastiden elektronenmikroskopisch nachzuweisen, wobei eine 
klar geordnete, kristallahnliche Struktur im elektronenmikroskopischen 
Bereich aufgefunden werden konnte. Entscheidend ist die Feststellung von 
Leyon (1954), daB bei den Liliifloren aus den Schichten des Primairgranums 
Lamellensysteme auswachsen, was auch Miihlethaler (1955) und Perner 
(1955) bestatigt finden. An der Ansicht von Strugger (1950, 1953, 1954), 
da8B das Primargranum der entwicklungsgeschichtliche Ausgangspunkt fiir 
die Ausbildung der Sekundargrana und der Tragerlamellensysteme ist, 
kann daher nicht mehr gezweifelt werden. Nachdem sowohl Strugger 
(1954) als auch Kaja (1956) fiir die Proplastiden von Chlorophytum comosum 
den lichtmikroskopischen Beweis erbringen konnten, daB in den Initial- 
zellen des Vegetationskegels die Proplastiden aus einem Stroma und einem 
stark fairbbaren, scheibchenfoérmigen Primairgranum bestehen, diirfte die 
Auffassung von Heitz und Maly (1953) wohl hinfallig geworden sein. 

Die lichtmikroskopische Analyse hat im Hinblick auf die Aufklirung 
des Problems der Plastiden-Ontogenese ihre eindeutigen Grenzen. Das 
zeigten schon die Arbeiten von Grave (1954), Boing (1955) und Fasse- 
Franzisket (1955). Es ist daher dringend notwendig, zur Erginzung den 
sublichtmikroskopischen Bereich des Auflésungsvermégens des Elektronen- 
mikroskops hinzuzuziehen, um insbesondere das Wachstum der Grana und 
die Ausbildung der Tragerlamellensysteme verfolgen zu kénnen. Es wire 
aber ginzlich verfehlt, die Deutung dieser Vorginge und Beobachtungen 
lediglich elektronenmikroskopischen Abbildungen zu iiberlassen. Es gilt 
vielmehr der Satz, da8 eine elektronenmikroskopische Analyse der ver- 





Beobachtungen zur Frage der ontogenetischen Entwicklung 713 


schiedenen Entwicklungszustiinde der Plastiden nur dann méglich ist, 
wenn die lichtmikroskopischen Untersuchungen bis zur auBersten Grenze 
am gleichen Objekt vorangetrieben sind. Licht- und Elektronenmikrosko- 
pie miissen daher mit dem gleichen Schwergewicht bei der Lésung dieses 
so schwierigen cytologischen Problems eingesetzt werden. 


Material und Methode 


Die Untersuchungen sind an Helianthus tuberosus durchgefiihrt worden. 
Wiahrend der Hauptvegetationsperiode wurden von abgeschnittenen Haupt- 
und Seitentrieben die Vegetationskegel 
soweit frei prapariert, daB die ca. 1 cm 
langen SproBspitzen nur noch von den 
juingsten Blattanlagen umgeben waren. 
Sie wurden dann mit einem scharfen 
Rasiermesser lings halbiert und an- 
schlieBend unter der Wasserstrahlpumpe 
mit dem Fixationsmittel infiltriert. 

Fir die lichtmikroskopischen Unter- 
suchungen ist die Fixation nach den 
Erfahrungen von Strugger (1953) mit 
dem Gemisch nach Lewitzky (85 cm® 
10%iges Formalin + 15 cm® 1%ige 
Chromsaure) 24 Stunden lang vorge- 
nommen worden. Nach der Wasserung 
in flieBendem Leitungswasser erfolgte 
tiber die Alkoholreihe die Einbettung 
in Paraffin. Die 4 dicken Schnitte 
wurden nach den Angaben Struggers 
(1953, 1954) mit Saurefuchsin nach 
Altmann gefarbt. 

Die Beobachtungen und Mikroauf- 
nahmen sind mit einem Ortholux 
(jj, Fl. Ol n. A. 1,32 als Objektiv, 
periplanatischen Okularen bzw. Photo- 
Okular 12x, Monla-Lampe als Licht- Abb. 1. Medianer Langsschnitt durch 
quelle) durchgefiihrt worden. Fir die die SproBachse von Helianthus tubero- 
Mikroaufnahmen wurde eine Leica in sus (mafSstabgerechte Zeichnung). Die 
Verbindung mit einem Mikroaufsatz  eingetragenen Kreuze beziehen sich 
(Mikas) verwendet. auf die untersuchten Gewebepartien. 

Zur Orientierung und sicheren Ein- 
ordnung der jeweils naher untersuchten Zellen sind von jedem Liangs- 
schnitt durch die SproBspitze mit Hilfe eines Zeichenapparates Ubersichts- 
zeichnungen angefertigt worden. Untersucht wurden die Urmeristemzellen 
des Vegetationskegels, die postmeristematischen Parenchymzellen im 
darunterliegenden SproBgewebe und schlieBlich auch die meristematischen 
Zellen der Blattanlagen. Die topographische Verteilung dieser Zellen ergibt 
sich aus der annihernd mafstabgerechten Eintragung in die Ubersichts- 
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zeichnung (vgl. Abb. 1). Von wesentlichem Wert waren diese Vorunter- 
suchungen zur Einordnung der elektronenmikroskopischen Bilder. 

Bei der Beurteilung des Fixationszustandes ist so verfahren, da8 grund- 
sitzlich alle Zellen mit geschrumpftem Protoplasten und schlecht erhaltenen 
Chondriosomen ausgeschieden wurden. 

Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung wurden die Objekte 
5 Stunden lang im Dunkeln bei + 5° C in gepufferter 1% iger Osmiumsiaure 

fixiert. Als Puffer diente 0,32 m Veronal-Acetat- 

puffer (pH 6,9—7,2). Die SproBspitzen wurden 

dann quer zur Lange in drei Teile zerschnitten, 

um eine bessere Durchdringung mit dem Metha- 

crylatgemisch und damit eine blasenfreie Poly- 

merisation zu erreichen. Nach sechsstiindiger 

Wasserung — zuerst in flieBendem Leitungswasser, 

anschlieBend in Aqua dest. — wurden die Gewebe- 

stiickchen iiber die Alkoholreihe in ein Metha- 

crylatgemisch iiberfiihrt, das aus Methyl- und n- 

Butyl-Methacrylat im Verhaltnis 1:9 bestand, dem 

0 . 2u weiterhin bereits Benzoylperoxyd als Katalysa- 
tor zugesetzt war. Nach 
Abb. 2. Proplastiden aus zweimaligem Wechsel 
den Urmeristemzellen des des Gemisches innerhalb 
Vegetationskegels von von 2 Stunden erfolgte 
Helianthus tuberosus (in die Umbettung in frisch 
den jiingsten Meristem- gefiillte Gelatinekapseln. 
Nach ca. 48 Stunden ist 
die Polymerisation bei 

starkefrei, haben eine + 45° C ausreichend. 

langliche bis spindelfér- Bei der Herstellung 

mige Gestalt und enthal- ultradiinnerSchnitte mit Apb. 3. Mikrophotographie 

ten in der Regel ein stark Hilfe des Ultramikro- aus den sehr jungen Meri- 

farbbares primares Gra- toms nach Sjostrand stemzellen einer Blattan- 

num im schwacher fairb- jst jn allen Punkten lage. Neben dem Kern ist 

baren Stromaplasma. Die nach denvom Hersteller _&i” liinglich geformtes Pro- 

Scheibchengestalt des plastid mit einem Primiar- 


Primargranums ist klar granum in Profilansicht ab- 
zu beobachten. gebildet. 


zellen der Blattanlagen 
sind die gleichen Propla- 
stiden enthalten). Sie sind 


angegebenen Vorschrif- 
ten verfahren worden 
(vgl. Sj6strand 1953, 
Rhodin 1954)'. Die elektronenmikroskopische Analyse erfolgte in einem 
Elmiskop I a von Siemens bei 80 kV. Den Aufnahmen liegt, wie in den 
jeweiligen Abbildungen angegeben, eine elektronenoptische Primirver- 
groBerung von 8800 und 16.500 zugrunde. 


Die Proplastidenin den Meristemzellen von Helianthus tuberosus 


Da bisher in der Literatur nur die Proplastiden in den Meristemzellen 
der Monokotylen untersucht wurden (Strugger 1950, 1953, 1954 und Mit- 


1 Herrn Prof. Dr. Sj6strand sei hier nochmals fiir die persénliche Unterweisung 
in seinem Institut der Dank ausgesprochen. 
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arbeiter), war es ganz allgemein von Interesse, an einer dikotylen Pflanze 
die Proplastiden zunachst lichtmikroskopisch niaiher zu studieren. Die 
Mikrotomserien wurden nach entsprechender Differenzierung der Siure- 
fuchsinfarbung sorgfaltig in den Meristemzellen des Vegetationskegelbe- 
reiches und den Blattanlagen auf ihren Gehalt an Proplastiden hin unter- 
sucht. Dabei stellte es sich heraus, daB in der Regel die Fixation der Orga- 
nelle in dem jungen und zarten Blattgewebe besser war als in den kompakten 
Geweben des Vegetationskegelscheitels. Daher beziehen sich die lichtmikro- 
skopischen Angaben iiber die Struktur der Proplastiden in erster Linie auf 
Blattmeristemzellen, doch konnten die Proplastiden auch an einigen ge- 
lungenen Praparaten in den Meristemzellen des Vegetationskegels fest- 


7 2 Ju 





Abb. 4. Proplastiden aus alteren Meristemzellen. Die Gestalt ist rundlich, unregel- 

maBig amdboid. In das Stroma sind sehr haufig Starkekérner in Ein- und Mehrzahl 

eingelagert. Das Primirgranum liegt recht regelmaBig dem Stéarkekorn in Profilstel- 

lung an. Auch zwei Grana konnten in vielen Fallen festgestellt werden. Bemerkenswert 
ist das Auftreten parallel gelagerter Grana. 


gestellt werden. Prinzipielle Unterschiede in der Gestalt und Struktur der 
Proplastiden wurden nicht beobachtet. 

Die Meristemzellen enthielten sehr groBe Kerne und hatten einen Durch- 
messer in der GroBenordnung um 10—i2y. Meist um die Kerne herum 
sind die relativ stark farbbaren Proplastiden gelagert. In jiingsten Meristem- 
zellen des Vegetationskegels und der Blattanlagen sind die Proplastiden 
langlich geformt und haufig an den Enden zugespitzt. Das Granum liegt 
dann entweder in der mittleren Partie oder an einem der Enden, ohne dab 
eine trommelschlegelfo6rmige Gestalt wie bei Chlorophytum festzustellen ist 
(vgl. Abb. 2 und 3). Sie sind in diesem urmeristematischen Zustande starke- 
frei und haben eine Linge von 1,5 bis 2,5 wu und eine Breite von 0,5 bis 0,7 u. 
In etwas alteren Meristemzellen werden die Proplastiden rundlich-oval und 
speichern 1—4 Starkekérner im Stromaplasma. Dann ist ihr Durchmesser 
0,8—1,8 uw und sie enthalten 1—(3) Grana. 

Es besteht kein Zweifel, da das primaire Granum, in gleicher Weise wie 
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es fiir die Monokotylen-Proplastiden festgestellt worden ist, die Gestalt 
eines kleinen Scheibchens besitzt und daher zwei Ansichten erkennen laBt. 
Der Durchmesser der Grana laBt sich kaum mehr messen, er betragt anni- 
hernd 0,3—0,5 u. Das Stroma ist im Gegensatz zu den Grana wesentlich 
schwicher firbbar und besitzt eine starke Formveranderlichkeit, so daB 
die Variation der Proplastidengestalt eine recht betrachtliche ist (vgl. Abb. 
4 und 5). Je nach dem physiologischen Zustand des Helianthus-Materials 
war der Starkegehalt dieser Proplastiden recht unterschiedlich. Wir konnten 
stiirkefreie Proplastiden gelegentlich antreffen. Dieses Material war cyto- 
logisch am leichtesten zu priifen. Sehr haufig jedoch traten im Stroma der 
Proplastiden ein oder mehrere Starkekérner von wechselnder GréBe in 
Erscheinung, welche mit Jod eine deutliche Blaufairbung erkennen lieBen. 
Waren viele Starkekorner in ein Proplastid eingelagert, so kam es haufig vor, 
ia daB das ganze Proplastid eine mehr rund- 

5 i a ; liche Gestalt annahm und beinahe schaumig 
; aussah. In solchen Fallen war das primire 

xranum zwischen den Stiarkekérnern in 


‘ den zwickelf6rmigen Stromapartien zu beob- 
, achten (vgl. Abb. 10). 
“~ 7 


Die Anzahl der Proplastiden in den Me- 
ristemzellen wurde nicht bestimmt. Jedoch 
scheint ihr zahlenmaBiges Auftreten durch- 
aus mit den Erfahrungen bei Monokotylen 
tibereinzustimmen. So konnten wir an 4 pu 

3 : dicken Mikrotomschnitten, welche median 
Blattzelle. Ein rundlich geform- a 2 
sen Prophaatid weit awel Stirs durch die Zelle gelegt waren, etwa 6 bis 12 
kérnern im Stroma. Zwischen Proplastiden pro Zelle beobachten. 
Honistseiok dena ameP nian Demnach ergeben die lichtmikroskopischen 
granum in Profilansicht. Untersuchungen an Meristemzellen von Heli- 
anthus tuberosus, daB auch bei Dikotylen das 
Proplastidenstadium den gleichen Typus aufweist, wie es fiir die Mono- 
kotylen hinreichend belegt ist. Auch hier besteht das Proplastid aus zwei 
plasmatischen Systemen, namlich dem zur Starkekondensation befahigten 
Stromaplasma und dem stark farbbaren Primairgranum mit Scheibchen- 
gestalt. Ergainzend sei erwahnt, da orientierende Untersuchungen an 
Meristemzellen von Impatiens parviflora, Croton spec., Syringa vulgaris 
und Napaea dioica ein tibereinstimmendes Resultat ergaben. 

Auf der Basis dieser lichtmikroskopischen Untersuchungen, die durch 
zahlreiche mikrophotographische Aufnahmen und Vermessungen belegt 
wurden, erfolgte die elektronenmikroskopische Analyse derselben Meristem- 
zellen. Fiir die Identifizierung der Proplastiden im elektronenmikroskopi- 
schen Bild wurden folgende Symptome gewertet: 

1. Die GréBenordnung der Zellen, der Kerne und der Proplastiden; 

2. die Gestalt der Proplastiden, welche allerdings — wie die lichtmikro- 
skopischen Untersuchungen gezeigt haben — doch recht wechselnd ist, 
aber doch in keinem Falle bei der gegebenen GréSenordnung einem anderen 
Organellsystem ahnlich ist; 


Abb. 5. Postmeristematische 
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3. die elektronenmikroskopischen Bilder wurden auf der Basis der im 
Lichtmikroskop beobachteten Innenstruktur beurteilt (geringere Dichte 


des Stromas, stirkere Dichte des Granums infolge der Osmiophilie, geringe 
Dichte der Starkekérner, charakteristische Anordnung der Starkek6rner 


und des Granums); 


4. die relative Hiufigkeit der Proplastiden. Wenn an 4 uv dicken Mikro- 


schnittliche Zahl der im Schnitt enthaltenen Pro- 


tomschnitten die durch 
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plastiden nur 6 bis 12 betragt, so ist zu erwarten, daB bei ultradiinnen 
Schnitten die Proplastiden im Medianschnitt nur vereinzelt aufzufinden 
sind, wihrend angeschnittene Proplastiden, bei denen das im Verhiltnis 
zum Stroma sehr kleine Granum nicht oder nur teilweise getroffen wurde, 
haufiger auftreten miBten. 

Die Auswertung der zahlreichen elektronenmikroskopischen Aufnahmen 
hat ergeben, daB um den Zellkern, im Cytoplasma liegend, vereinzelte 
Gebilde von der Gestalt und der GréBenordnung der im Lichtmikroskop 
aufgefundenen Proplastiden regelmaBig zu beobachten sind. In der Abb. 6, 
die einen Ausschnitt aus einem einwandfrei fixierten meristematischen Ge- 
webe im _ elektronenmikrosko- 
pischen Bild (PrimarvergréBe- 
rung 8800 : 1) zeigt, sind die Pro- 
plastiden durch Pfeile markiert. 
Die Dimensionen fiir die GréBe 
der Zellen und Kerne und den 
Durchmesser der Proplastiden 
stimmen bestens mit den licht- 
mikroskopischen Erfahrungen 
tiberein. Das Stroma ist von einer 
Grenzschicht umgeben, die, zwar 
nicht immer deutlich getrof- 
fen, aus zwei sublichtmikrosko- 
pischen Lamellen besteht (vgl. 
Abb. 7). Das Stromaplasma er- 
scheint weniger dicht als das 
Cytoplasma und zeigt in diesem 


Abb. 7. Proplastid aus einer meristematischen 


Zelle. Der helle bandférmige Bereich ist die 
Zellmembran. In das Cytoplasma eingelagert 


liegt das durch eine Doppellamelle abgegrenzte 
Proplastid (im Bild rechts ist diese deutlich 


fixierten Zustand eine flockige 
Struktur, welche aber nicht wei- 
ter auflésbar ist. Im tibrigen ist 
bei diesen Einzelheiten durchaus 


getroffen). Das Stroma ist grob flockig. Das 
Primargranum ist angeschnitten und besteht 
aus deutlichen Lamellenlagen. Das Proplastid 
ist starkefrei und diirfte auf Grund der licht- 


mit Artefakten zu rechnen. Die 
Stirkekérner erscheinen scharf 
umrandet und sind im idealen 
Schnitt optisch homogen. Die 
Anordnung der im Stroma einge- 
lagerten Starkek6rner zeigt das 
gleiche Bild, wie es im Licht- 
mikroskop zu beobachten war. Man vergleiche dazu die elektronenmikro- 
skopischen Aufnahmen in den Abb. 8a und 86, 9a und 9b, 10. Das primare 
Granum ist nicht immer getroffen, was bei der Dicke der Schnitte um 
+ 200 A nicht verwunderlich ist. Wie schon die lichtmikroskopischen Be- 
funde zeigten, liegt es hiufig in engem Kontakt mit Starkekérnern. Dies wird 
durch die elektronenmikroskopischen Bilder bestatigt und erklart das Auf- 
treten nur teilweise angeschnittener Lamellen in Ein- und Mehrzahl, wie sie 
in den verschiedenen Aufnahmen regelmaBig zu beobachten sind (vgl. 
Abb. 8a, 8b, 9a, 96, 10). Diese Lamellen miissen Teile des primaéren Granums 


mikroskopischen Erfahrungen aus einer sehr 
jungen Meristemzelle stammen (Primiarver- 
groBerung 8800: 1). 
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sein, was wiederum durch Bilder bestatigt werden kann, in denen das Granum 
als dunkler und gelegentlich auch deutlich lamellierter Komplex zwischen 
zwei Stirkekérnern zu beobachten ist (vgl. Abb. 8b und 96). Klarheit ver- 
schafften Vergleiche zwischen den elektronenmikroskopischen Bildern ein 
und desselben Proplastids, das, in verschiedenen Ebenen getroffen, mehr- 
mals in den Schnittserien aufzufinden war (vgl. Abb. 8a, 86, 9a, 9b). Es 
steht somit fest, daB auch im elektronenmikroskopischen Bild das primire 


n tarkeko 
Starkekorn — 


Primargranuin Primétgranum 


Abb. 8a und b. Ein und dasselbe Proplastid aus einer Meristemzelle, einer Schnittserie 
entnommen. In das Stroma sind Stiarkekérner eingelagert (siehe Pfeile). Zwischen 
den Starkekérnern sind deutlich dunklere Lamellen zu beobachten, welche dem Primiar- 
granum angehoren. Das Stroma ist nicht lamelliert (Priméarvergré6Berung 16.500: 1). 


Granum bereits im meristematischen Zustand der Zelle nachzuweisen ist 
und als lamelliertes Gebilde in Erscheinung tritt. Das zeigt besonders deut- 
lich Abb. 7, in der das primaire Granum annahernd median getroffen wurde, 
so daB die Lamellierung zu erkennen ist. Abb. 10 gibt ein Proplastid wieder, 
welches aus einer postmeristematischen Zelle stammt. Es besitzt drei sicher 
nachweisbare Grana, welche deutlich lamelliert sind. Im Stroma sind keine 
Lamellensysteme. Die Granalamellen schmiegen sich den Starkek6rnern an. 

Wie uns Herr Dr. Sitte (Innsbruck) freundlicherweise brieflich mit- 
teilte, hat er bei seinen elektronenmikroskopischen Untersuchungen an 
ultradiinnen Schnitten der Wurzel von Pisum sativum die Proplastiden auf- 
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finden kénnen. In Ubereinstimmung mit den lichtmikroskopischen Be- 
funden an Wurzelmeristemen, welche Bartels (1955) ver6ffentlichte, findet 


a zeigt besonders deut- 


’ 


Primdrgranim 


StATKEKOLIIEL 


kérnern zu beobachten ist (Primérvergr6Berung 16.500: 1). 


Primargranut 


StarkekOrner 
Das ergibt sich aus b, wo das Primirgranum, deutlich lamelliert, zwischen den noch gerade sichtbaren Stirke- 
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Abb. 9a und b. Ein und dasselbe Proplastidenpaar (Meristemzelle) aus einer Schnittserie. 


auch Sitte typische Proplastiden, bestehend aus Stromaplasma und einem 
eingelagerten scheibchenférmigen Primargranum. Auch die Aufnahmen 
von Sitte lassen eine deutliche Grenzschicht der Proplastiden erkennen. 
Das Stromaplasma zeigt elektronenmikroskopisch den gleichen Aspekt 
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wie in unseren Aufnahmen. Das primaire Granum ist auch an diesem Objekt 
stirker osmiophil und lait einen undeutlichen Lamellenbau erkennen. Die 
Parallelitat der Befunde Sittes zu unseren Bildern ist sehr bemerkenswert 
und fiir die Sicherung der Identifizierung von groBer Wichtigkeit. 


Die weitere Entwicklung der Proplastiden zu Jungchloro- 
plasten 


Die Auswertung der gefairbten Mikrotomserien ergab im jungen Mark- 
parenchym der SproBachse, etwa 0,5 mm unterhalb des Vegetationskegels, 
das Vorhandensein stiirker herangewachsener Proplastiden, welche nur ein 


Abb. 10. Proplastid aus dem Postmeristem, reichlich Starke ent- 
haltend, so daB ein wabiger Aspekt- wie im Lichtmikroskop in 
Erscheinung tritt. Es sind deutlich drei Grana zu erkennen, welche 
Lamellenpakete darstellen. Die Lamellen schmiegen sich den Stiarke- 
schollen an (PrimarvergréBerung 16.500: 1). Auch bei der licht- 
mikroskopischen Untersuchung entsprechender Proplastiden konn- 
ten haufig in Anlehnung an die Stirkek6érner ein bis vier Grana 
in den Proplastiden solecher postmeristematischer Zellen beobachtet 
werden. 


scheibchenformiges Granum fithren. Diese Proplastiden sind durch Wachs- 
tum stark vergr6Bert (Durchmesser: 2,5 uw). Die iiberaus starke Variabilitat 
der Proplastidengestalt ist auf die wechselnde Starkefiihrung zuriickzu- 
fiihren. Rundliche, ovale, lingsgestreckte und améboide Formen sind im 
wesentlichen zu beobachten. Das Granum ist gleichfalls stark mit Saure- 
fuchsin fairbbar und die Scheibchennatur des Granums 1aBt sich klar be- 
legen (vgl. Abb. 11 und 12). 
Protoplasma, Band XLVI/1—4 46 
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In den elektronenmikroskopischen Schnittserien sind in der GréBe iiber- 
einstimmende, haufig langliche Gebilde verschiedener Gestalt zu beobachten, 
welche sowohl ein oder mehrere Stirkekérner enthalten als auch gelegent- 
lich eine Vakuole fiihren. Abb. 13 zeigt drei solcher Plastiden. Sie sind ca. 
2u lang und 0,5 breit und enthalten neben Starke auch eine Vakuole 
(linkes Proplastid). Es ist deutlich zu erkennen, daB zwischen Starkekorn 
und Vakuole in bezug auf die Ausbildung der Grenzschichten charakteristi- 
sche Unterschiede bestehen. Und zwar ist das Stairkekorn nicht von einer 
abbildbaren Grenzschicht umgeben, sondern es ist einfach in das Stroma- 
plasma eingebettet. Nur die auBere Grenzschicht des Stromaleibes besitzt 


Bus \ 


= 


Abb. 12. Herangewach- 
senes unigranulires 
Proplastid etwa 0,5mm 
unterhalb des Vegeta- 
tionskegelscheitels im 
jungen Mark. Es ent- 
halt drei deutlich sicht- 
bare Stéarkek6érner, da- 
zwischen ist im Stroma 
das Primirgranum als 


t 4 5 


0 7 > Sut stark gefiarbtes Gebilde 





f f zu erkennen. 
Abb. 11. Herangewachsene Proplastiden aus dem jungen 


Markgewebe (0,5 mm unterhalb des Vegetationskegels). Sie fiihren meist reichlich 
Starke und besitzen ein scheibchenférmiges Primérgranum. Ihre Gestalt ist amédboid 
wechselnd, bigranulare Stadien sind in derselben Zone sehr haufig zu beobachten. 


eine Doppellamelle (vgl. Abb. 13, Ausschnitt a). Ist dagegen eine groBere 
Vakuole eingeschlossen, so ist diese an der Substanzarmut zu erkennen und 
durch eine eigene doppelschichtige Grenze gekennzeichnet. Dabei kann das 
Stromaplasma soweit verdringt werden, daB die Vakuole von vier aufein- 
anderfolgenden Grenzlamellen umgeben ist, von denen zwei der auBeren 
Plastidenhaut zugehéren (vgl. Abb. 13, Ausschnitt 6). Das Stroma laBt 
strukturelle Einzelheiten nicht erkennen. Bei der GréBe der Proplastiden 
und der geringen Schnittdicke ist es auch verstandlich, da8 das Granum in 
Abb. 13 nicht getroffen worden ist. Vergleicht man dazu Abb. 13, Aus- 
schnitt 6, welcher das gleiche Proplastid aus einem anderen Serienschnitt 
wiedergibt, so ist im rechten Bildteil des Ausschnittes am Rande ein dunkler 
Komplex mit gerade erkennbaren Lamellen zu sehen. Es diirfte kein Zweifel 
bestehen, daB das Granum des Proplastids in diesem Bereich getroffen ist. 
Das Stromaplasma ist nicht lamelliert. 
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Unmittelbar in derselben Zone (ungefaihr 0,5 mm unterhalb des Vege- 
tationskegels) ist neben den unigranularen, herangewachsenen Proplastiden 
sehr haufig bei gleicher GroBe ein bigranulires Stadium zu beobachten. Wie 
die Abb. 11 und 14 zeigen, sind lichtmikroskopisch in dem améboiden, oft 
stirkehaltigen Stroma zwei scheibchenférmige Grana eingebettet. Hiaufig 
konnte eine Parallellage beider Grana festgestellt werden. 


46* 
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Abb. 14. Bigranulires Pro- 
plastid etwa 0,5 mm unter- 
halb des Vegetationskegel- 
scheitels, enthalt ein Stér- 
kekorn und zwei parallel 
gelagerte Grana. 





Abb. 15. Zwei bigranulare 
Proplastiden (Primarver- 
groBerung 16.500: 1). Sie 
scheinen keine Starke zu 
fiihren. Die beiden Grana 
sind parallel gelagert und 
erscheinen deutlich lamel- 
liert. Das Stroma zeigt kei- 
nerlei Lamellen und ist glo- 
bular gebaut. Eine Grenz- 
schicht ist zu erkennen. 


Auf Grund vergleichender GréBenbestimmungen haben wir auch in den 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen Proplastiden gefunden, welche in 
ihrem Durchmesser mit der lichtmikroskopisch gemessenen Dimension bi- 
granulirer Stadien iibereinstimmen. An besonders giinstigen Schnitten 
war es auch elektronenmikroskopisch méglich, zwei Grana nachzuweisen. 
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Abb. 15 zeigt, daB dieses Entwicklungsstadium der Chloroplasten wahr- 
scheinlich von einer doppelschichtigen Grenzschicht umgeben ist. Das 
Stroma ist locker flockig, ohne daB sublichtmikroskopisch geordnete Struk- 
turen zu erkennen sind. Die beiden Grana sind dagegen deutlich lamelliert 
und scheinen schrag getroffen zu sein. Irgendein Lamellensystem, welches 


ACT Fara hicl 


2 7 2 Gu 





Abb. 16. Multigranulire Proplastiden. Die Verteilung der Grana im noch améboiden 

Stroma ist recht unregelmaBig. Sind die eingeschlossenen Stirkekérner groB, so be- 

stimmen sie meist die Platzverhialtnisse fiir die Grana. Parallellagen zweier Grana sind 
recht haufig. 


von den Grana in das Stroma ausstrahlt, ist in dieser Phase der Chloro- 
plastenentwicklung nicht zu erkennen. 

In 0,5 mm bis zu einer Entfernung von 2 mm unterhalb des Vegetations- 
kegelbereiches sind die Proplastiden bei lichtmikroskopischer Betrachtung 


. g 
sc * 
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Abb. 17a. Abb. 17 6. Abb. 17 c. 


Abb. 17. a Trigranulires Stadium mit einem Starkekorn. b Trigranulaéres Stadium 
mit zwei bis drei Staérkekérnern. c Multigranulires Stadium mit einem groBen, zentral 
gelegenen Stirkekorn. Die Grana sind an die Peripherie gedrangt. 


schon multigranulir. Im noch amoéboiden Stroma sind recht regellos drei 
oder auch mehr Grana eingelagert. Ihre Verteilung scheint von den Platz- 
verhaltnissen abzuhaingen, welche von den Starkekérnern her bestimmt 
werden. Die Abb. 16 und i7a, b, c geben ein anschauliches Bild von diesem 
Entwicklungszustand der Plastiden, die jetzt im Durchschnitt eine GréBe 
von 2 bis 2,5 u aufweisen. 

Entsprechende Bilder konnten auch elektronenmikroskopisch erfaBt 
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werden, wie Abb. 18 zeigt. Mit einer durchschnittlichen Linge von 2 bis 
2,5 u und einer Breite von ca. 1,3. besteht véllige Ubereinstimmung zu 
den lichtmikroskopischen Befunden. Im noch nicht lamellierten Stroma von 
gleicher, undeutlich flockiger Struktur wie in den Proplastiden jiingerer 
Zellen sind mehrere selbstindige und deutlich lamellierte Grana eingelagert. 
Sie liegen nicht in ,,Geldrollen‘‘ oder horizontalen Schichten geordnet. Es 
trifft vielmehr zu, daB sie gleich wie im lichtmikroskopischen Bild oft schrag 
zueinander orientiert sind. Da8 es sich hier tatsichlich um noch individuali- 
sierte Grana handelt, die voneinander getrennt sind, zeigte der Vergleich 
mehrerer Bilder des gleichen Proplastids in einer Schnittserie. Es sind je- 





Abb. 18. em iveuinilia im Elektronenmikroskop (Primarvergr6éBerung 
16.500: 1). Néhere Beschreibung im Text. 


weils fiinf bis sechs Grana zu sehen, die aber immer an einer anderen Stelle 
im Stroma liegen, ohne da lamellenartige Verbindungen zwischen ihnen 
bestehen. Im unteren Teil des Bildes ist ein StarkeeinschluB zu erkennen. 
Die weiteren lichtmikroskopischen Untersuchungen in den mehr basalen 
Achsenregionen (ungefahr 3—5 mm unterhalb des Vegetationskegels) er- 
gaben, daB nunmehr linsenformig gewordene Jungchloroplasten in Erschei- 
nung treten, fiir die eine beginnende geldrollenartige Anordnung der Grana 
charakteristisch ist. Es ist auffallend, daB in der Flachenansicht die Grana 
ungleich intensiv gefarbt erscheinen. Die Améboidie der Plastiden ist vollig 
verschwunden, die Linsenform ist jetzt relativ fest. Die Abb. 19 und 20 
geben solche Jungchloroplasten im lichtmikroskopischen Aspekt wieder. 
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Die elektronenmikroskopische Analyse derartiger Entwicklungsstadien 
fiihrte zu aufschluBreichen Bildern. Abgesehen von der Deformation durch 


L 
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Abb. 19. Multigranulare Jungchloroplasten mit stabilerer rundlicher Gestalt. Neben 
den Stiirkekérnern liegen die Grana bereits in der Flachenebene des Chloroplasten mehr 
oder weniger geordnet. Eine beginnende Geldrollenanordnung ist deutlich zu erkennen. 


> 


Abb. 20. Multigranulire 
Jungchloroplasten aus dem 
basalen Teil der Mikrotom- 
serien. Sie zeigen bereits 
horizontale Anordnung der 
Grana und Beginn 
der Geldrollenbildung. Die 
Starke ist weitgehend ab- 
gebaut. 


den 


die im Stroma eingeschlossenen Stiarkekorner lie- 
gen nunmehr die Grana in den fiir ausgewachsene 
Chloroplasten typischen Reihen, die horizontal 
im Plastid verlaufen, wobei auch bereits die durch 
das Stroma ziehenden Verbindungslamellen (Tra- 
gerlamellen) in Erscheinung treten. Die Grana 
liegen nicht immer, aber doch recht haufig schon 
geldrollenartig tibereinandergeschichtet. Bemer- 
kenswert ist in Abb. 21, daB das untere Starke- 
korn in einer vollig unlamellierten Stromapartie 
liegt. Es handelt sich hier um den Sagittalschnitt 
durch einen Jungchloroplasten, welcher multi- 
granular ist und das erste Stadium einer inneren 
strukturellen Ordnung, wie sie von ausgewach- 
senen Chloroplasten bekannt ist, erreicht hat. 
Alle Grana liegen im Zuge der bereits erkenn- 
baren Tragerlamellen parallelisiert. Die Grana 
erscheinen aufgespalten, so daB Pakete mit unter- 
schiedlicher Lamellenzahl zu beobachten sind. 


Grana mit nur wenig Lamellen haben einen selbstaéndigen Charakter ange- 
nommen. Dies wird besonders deutlich, wenn man Langsschnitte durch einen 
derartigen Jungchloroplasten in verschiedener Ebene vergleicht. Dabei ist 
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ein Ausscheren einzelner Lamellen zu beobachten, die dann wiederum in 
ein Granum mit erheblich mehr Lamellen einlaufen. Durch diese Fest- 
stellung findet die lichtmikroskopische Beobachtung ungleich gefirbter 
Grana in der Flachenansicht eine Erklairung. Es trifft in diesem Entwick- 
lungsstadium nicht zu, daf das ganze Jungplastid einheitlich lamelliert 
erscheint. Die Geldrollenanordnung ist ohne weiteres bei vergleichender 
Betrachtung mehrerer Schnitte aus der Serie nachweisbar. Abb. 22 zeigt 
ein entsprechendes starkefreies Entwicklungsstadium. 





Abb. 21. Multigranulirer Jungchloroplast mit zwei Starkekérnern (Primirvergr6éBe- 

rung 8800: 1). Die Grana sind weitgehend horizontal gelagert. Die Bildung der Tra- 

gerlamellen zwischen den benachbarten Grana ist zu erkennen. Das untere Starke- 

korn liegt in einer véllig lamellenfreien Stromapartie. Stromalamellen scheinen dem- 
nach nur in Verbindung mit den Grana gebildet zu werden. 


Abb. 23 gibt dann das alteste untersuchte Stadium der Chloroplasten- 
entwicklung wieder. Bei einer Lange von ca. 3,6 u liegen die Grana im 
linsenférmigen Plastid in mehr oder weniger festen Horizontallagen. An 
zwei Stellen der Abbildung liegen die Grana bereits geldrollenartig, wobei 
sie im Vergleich zu jiingeren Stadien an Dicke und Lamellenzahl zugenom- 
men haben. 


Diskussion 


Wie die lichtmikroskopischen Untersuchungen an fixiertem Material 
gezeigt haben, besitzen die Proplastiden der meristematischen Zellen ein 
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farbbares, scheibchenférmiges Primirgranum. Wir konnten in den Pripa- 
raten keine Proplastiden feststellen, in denen sich das primaire Granum dem 
farberischen Nachweis entzogen hatte. Diese Feststellung ist aber im Hin- 
blick auf die Diskussion, welche zwischen Heitz und Maly (1953) und 
Strugger (1950, 1953, 1954) entstanden ist, von besonderer Bedeutung. 
Es ist somit auch fiir die meristematischen Proplastiden einer dikotylen 
Pflanze die Priexistenz eines stark farbbaren und flichenhaft ausgebildeten, 
scharf umgrenzten Primargranums als erwiesen zu betrachten. Die Auf- 
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Abb. 22. Starkefreier multigranularer Jungchloroplast (Primarvergr6éBerung 16.500: 1). 

Bis auf das Granum am linken Bildrand sind alle Grana horizontal geordnet. Tra- 

gerlamellen zwischen den Grana werden gebildet. Die Aufspaltung der Lamellen- 
pakete der Grana in kleinere individualisierte Sekundirgrana ist zu erkennen. 


fassung von Heitz und Maly (1953), nach welcher das Primargranum erst 
im beginnenden Stadium der Chlorophyllbildung aus dem Stroma entstehen 
sollte, hat auch fiir die dikotylen Pflanzen eine Widerlegung gefunden. Es 
kann daher die Konzeption von Heitz und Maly (1953), nach welcher eine 
Neubildung des Primargranums (Heitz nennt es ,,Progranum‘‘) im Zu- 
sammenhange mit der Chlorophyllsynthese den ersten Schritt zur Entwick- 
lung der Jungchloroplasten darstellen soll, nicht als Diskussionsbasis dienen. 
Wir miissen deshalb mit der Tatsache einer meristematischen Priexistenz 
des Primargranums als besonderes plasmatisches System der Proplastiden 
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Abb. 23. Linsenférmiger multigranulirer Jungchloroplast mit « 


Horizontalebene geordnet und zeigen an zwei bis drei Stellen b 





1it einem Stiarkekorn (PriméarvergréBerung 500: 1). Die Grana sind in der 


on bereits eine geldrollenartige Anordnung. Die Tragerlamellen sind ausgebildet. 
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rechnen und der Satz von Strugger (1950, 1953, 1954), nach welchem jedes 
meristematische Proplastid aus dem Stromaplasma und dem Plasma des 
primaren Granums besteht, muB als Voraussetzung fiir den Beginn der 
Chloroplastenentwicklung aus den Proplastiden aufrechterhalten bleiben. 

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen zeigten klar, daB das Primar- 
granum infolge der Platzverhaltnisse in den Proplastiden fiir den Fall, daB 
Stairkekérner im Stroma entwickelt sind, regelmaBig an der Seite eines 
Stirkekorns gelagert ist. Auf Grund dieser charakteristischen Lagerungs- 
verhaltnisse war iiberhaupt erst die elektronenmikroskopische Auffindung 
des Primargranums méglich, das hier im Vergleich zu den bisher unter- 
suchten Monokotylen verhaltnismaBig klein ist. Im elektronenmikrosko- 
pischen Bild zeigt das Primargranum eine nur schwach ausgepragte Elek- 
tronenstreuung, aber in jedem Falle sind an den charakteristischen Orten, 
an welchen auch bei lichtmikroskopischer Beobachtung gefairbter Pripa- 
rate das Primargranum aufzufinden ist, entsprechend grobe Lamellenpakete 
in verschiedener Weise zu beobachten. Sie zeichnen sich dadurch aus, daB 
im Falle der Ausbildung von Starkekérnern im Stroma die Lamellenschich- 
ten an ein Stirkekorn angeschmiegt erscheinen. Im Stromaplasma ist 
dagegen eine Lamellierung in keinem Falle zu beobachten gewesen. Auf 
Grund der vergleichenden licht- und elektronenmikroskopischen Studien 
konnen wir daher nicht mehr daran zweifeln, daB die beobachteten Lamellen- 
pakete das primare Granum reprasentieren. Uber die nahere Struktur dieser 
Lamellenlagen und ihre MafBverhaltnisse kann erst nach eingehender Be- 
arbeitung verschiedener Objekte weiteres berichtet werden. 

Das Problem der Entwicklung der somatischen Chloroplasten aus den 
meristematischen Proplastiden, welches einen Teilausschnitt der von 
Schimper (1883, 1885) aufgestellten Theorie von der Metamorphose der 
Plastiden darstellt, ist zweifellos eines der schwierigsten Probleme der 
cytologischen Forschung. Eine konkrete Arbeitshypothese tiber die Vor- 
giange, welche sich dabei abspielen, ist daher auch in der Literatur erst sehr 
spat zu finden. Nachdem Heitz (1936, 1937) in verdienstvoller Weise der 
von Schimper (1885) und Meyer (1883) bereits aufgestellten Lehre von 
der Granastruktur der somatischen Chloroplasten zu allgemeiner Aner- 
kennung verhalf, war prinzipiell auch der Zeitpunkt gekommen, sich Ge- 
danken iiber die Struktur der Plastiden im meristematischen Zustande zu 
machen. Der allererste Ansatzpunkt ist in dieser Richtung bei Strugger 
(1936) zu finden. In dieser Arbeit fand Strugger zum erstenmal an etio- 
lierten Helodea-Blattern Plastiden, welche nur ein Granum fiihren. DaB es 
sich hier im Gegensatz zu der jiingst von Frey-Wyssling, Ruch und 
Berger (1955) mitgeteilten Auffassung bereits um ein Granum gehandelt 
hat, geht klar daraus hervor, daB schon Strugger (1936) nach Licht- 
exposition der etiolierten Blattchen in diesen Gebilden das Auftreten von 
Chlorophyll beobachten und auBerdem Boing (1955) am selben Objekt 
eindeutig die Grananatur dieser Kérper belegen konnte. Strugger hat 
1936 erstmals die Frage aufgeworfen, wie solche nunmehr belichtete uni- 
granulire Plastiden etiolierter Helodea-Blatter ergriinen und welche Struk- 
turverainderungen ablaufen, wenn das unigranulare etiolierte Stadium zum 
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multigranuliren somatischen Chloroplasten heranwachst. Die damals von 
Strugger aufgestellte Hypothese spricht von einer Zerteilung der Substanz 
des primiren Granums und vom Auftreten der sekundaren Grana in einem 
solchen Zusammenhange. Da die meristematischen Proplastiden damals 
noch nicht bekannt waren, wurde dieser ersten Arbeitshypothese zunichst 
noch keine Beachtung geschenkt. Als Strugger (1950) in seiner vorliufigen 
Mitteilung und spiater (1953, 1954) in seinen ausfiihrlichen Arbeiten die 
Proplastiden in den meristematischen Zellen der Monokotylen naher analy- 
sierte, stellte er eine Arbeitshypothese fiir die Entwicklung der somatischen 
Chloroplasten aus den unigranularen Proplastiden auf, mit dem ausdriick- 
lichen Vermerk, daB sie zunachst als Arbeitsgrundlage dienen sollte. Viele 
Einzelbeobachtungen an Proplastiden, wie die Teilungsfahigkeit des pri- 
miaren Granums der Flache nach, das Auftreten parallelisiert gelagerter 
Grana im Jungchloroplasten, veranlaBten Strugger auszusprechen, dab 
mit dem Einsetzen der Metamorphose des unigranuliren Proplastiden zum 
multigranularen Jungchloroplasten eine der Flache nach erfolgende Tei- 
lungstatigkeit zunichst des primaren Granums und spater der sekundaren 
Grana einsetzt, wodurch das Plastid allmahlich unter gleichzeitigem Heran- 
wachsen zu einem multigranuliéren Jungchloroplasten wird. 

Der Kernpunkt dieser Arbeitshypothese besteht jedenfalls darin, daB 
das Primiairgranum der entwicklungsgeschichtliche Ausgangspunkt fiir die 
Entstehung der Sekundirgrana wire. Uber einzelne Wachstumsprozesse 
und iiber die Denkschwierigkeiten, die sich zweifellos dadurch ergeben, dab 
der multigranulire somatische Chloroplast sowohl in horizontaler als auch 
in vertikaler Richtung ein hochgeordnetes System darstellt und daB noch 
Tragerlamellen zwischen den Grana in horizontaler Richtung entwickelt 
werden miissen, hat sich Strugger bewuBt noch nicht geaiuBert, da das 
Beobachtungsmaterial fiir die Aufklarung dieser schwierigen Probleme nicht 
ausreichte. 

Heitz und Maly (1953) publizierten eine Arbeit, welche an jungen Lilii- 
florenblattern mit Hilfe fluoreszenzmikroskopischer Untersuchungen an 
lebendem Material vorgenommen wurde. Sie beachteten in erster Linie das 
Auftreten und die Lokalisation des Chlorophylls innerhalb der ersten Stadien 
des Ergriinens. Unabhangig von der Tatsache, daB in absolut chlorophyll- 
freien Meristemzellen mit dieser Methode eine Aussage iiber die Existenz 
eines primiéren Granums tiberhaupt nicht méglich ist, stellten sie auf 
Grund ihrer fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen die Arbeitshypo- 
these auf, nach welcher das erste Granum in den ausgesprochen meriste- 
matischen Zellen tiberhaupt nicht existieren soll. Im ersten Stadium des 
Ergriinens sollte im Zusammenhang mit der Chlorophyllbildung das von 
Strugger festgestellte Primargranum tiberhaupt erst aus dem Stroma ent- 
stehen. Da die beiden Autoren eine Teilungsfahigkeit dieser Granen der 
Flache nach absolut ablehnen, miissen sie zu der Annahme gelangen, daB 
die Sekundargrana ebenso aus dem Stromaplasma neu gebildet werden. 
Somit ergibt sich fur die Arbeitshypothese von Heitz und Maly eine der 
Auffassung von Strugger genau entgegengesetzte Ausgangsposition. Da 
die Praexistenz des Primargranums durch die cytologischen Arbeiten von 
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Strugger (1953, 1954a und b), Grave (1954), Béing (1955), Bartels 
(1955), Fasse-Franzisket (1955), Perner (1954, 1955), Kaja (1955), 
Leyon (1954) und Miihlethaler (1955) im Gegensatz zu Heitz und Maly 
auch in der Meristemzelle, ja sogar in den Scheitelzellen des Vegetations- 
kegels erwiesen ist, erscheint uns die Ausgangsposition der Arbeitshypo- 
these von Heitz und Maly (1953) als durchaus iiberholt. 

In bezug auf die Teilungsfaihigkeit des primaren Granums stehen die 
Dinge nicht anders. Durch die Beobachtungen von Strugger (1953, 1954) 
und durch die sorgfaltig durchgefiihrten Vitalbeobachtungen von Béing 
(1955) ist der der Flache nach vor sich gehende Teilungsproze8 des Primir- 
granums der Proplastiden zu einer real beobachteten Tatsache geworden, 
mit der wir theoretisch in Zukunft rechnen miissen. Infolgedessen ist auch 
die Auffassung von Heitz und Maly, nach welcher die Sekundargrana ohne 
Beziehung zum Primargranum aus dem Stroma entstehen sollen, als Dis- 
kussionsgrundlage iiberholt. 

Es diirfte vielleicht von Interesse sein, hier auf die neueste von Heitz 
(1954) mitgeteilte Publikation iiber die Kristallgitterstruktur des primiaren 
Granums von Chlorophytum macrophyllum hinzuweisen. Abgesehen davon, 
daB einer von uns auf dieses Problem bei Chlorophytum in einer speziellen 
elektronenmikroskopischen Arbeit eingehen wird (Perner 1955), soll aber 
schon jetzt gesagt werden, daB wir der Auffassung von Heitz, nach welcher 
die Kristallgitterstruktur des auch von ihm in Proplastiden im Sinne von 
Strugger aufgefundenen Primiairgranums dadurch zustande kime, daf 
bei der Chlorophyllbildung im Stroma nach Erreichung einer bestimmten 
Konzentration ein KristallisationsprozeB des Chlorophylls eintrate, der zur 
Bildung des beobachteten Kristallgitters fiihre, nicht zustimmen k6énnen. 
Ein Kristallgitter des Chlorophylls kann unméglich 100 A groBe Gitter- 
punkte bilden. AuBerdem ist durch die in Vorbereitung befindliche Arbeit 
von Spiekermann (1956) der Beweis erbracht worden, da in diesem Pri- 
margranum Polynukleotide enthalten sind. Demnach ist auch die Chloro- 
phyll-Kristallisationstheorie von Heitz nicht weiter diskutabel, und es ist 
evident, daB das Primargranum ein sehr kompliziertes plasmatisches Sy- 
stem darstellt. 

Eine entscheidende Wendung zur Aufklirung des Metamorphose- 
problems brachten die Arbeiten von Leyon (1953, 1954a und b), Miihle- 
thaler (1955) und Perner (1955). Diese Untersuchungen sind alle an 
Liliifloren durchgefiihrt (Aspidistra und Chlorophytum). Ubereinstimmend 
stellten alle Autoren fest, da8 von den makromolekularen Horizontallagen 
des primaren Granums aus parallelisierte Lamellen in das Stroma auswach- 
sen. Leyon (1954), in dessen Bildern der geometrisch tibereinstimmende 
Anschlu8 dieses auswachsenden Lamellensystems ganz klar zu erkennen ist, 
aiuBert sich tiber die Entstehung der Sekundargrana vorlaufig noch nicht. 
Ebenso kommt Perner zwar zu einer klaren Bestatigung dieser wichtigen 
Entwicklungsstadien, ohne aber zu der méglicherweise damit in Beziehung 
stehenden Entwicklung von Sekundirgrana Stellung zu nehmen. Mihle- 
thaler (1955) dagegen stellt auf Grund seiner elektronenmikroskopischen 
Bilder eine geschlossene Arbeitshypothese iiber die Entstehung der multi- 
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granuliren Chloroplasten aus den unigranularen Proplastiden auf. Miihle- 
thaler konnte bei seinen elektronenmikroskopischen Aufnahmen in den 
Meristemzellen Proplastiden auffinden, welche nach seiner Meinung kein 
Stroma besitzen, sondern lediglich aus einem lamellierten Primiérgranum 
bestehen. Dazu wiire folgendes zu bemerken: Diese Auffassung Miihle- 
thalers ist genau das entgegengesetzte Extrem von der Auffassung Heitz 
und Malys. Wahrend Heitz und Maly (1953) der Meinung sind, daB in 
den Urmeristemzellen lediglich ein Stroma das Proplastid reprisentiere, 
meint Miihlethaler (1955), daB lediglich das Primargranum die meriste- 
matischen Proplastiden darstellt. Auch der Ansicht Miihlethalers stehen 
die bisherigen und auch in dieser Arbeit mitgeteilten lichtmikroskopischen 
Befunde entgegen. Es ist in diesen Untersuchungen niemals beobachtet 
worden, da die urmeristematischen Proplastiden nur aus einem Granum 
bestiinden. Gerade das Gegenteil ist der Fall, das relativ groBe Granum ist, 
wie die Untersuchungen Struggers (1953, 1954) und Kajas (1955) an den 
Urmeristemzellen von Chlorophytum zeigten, in jedem Falle von einer 
diinnen Stromahaut umgeben, welche meist nur an einer Stelle pseudo- 
podienartige Fortsatze bildet, wo das Stroma eine kompaktere Form an- 
nimmt. Bei elektronenmikroskopischen Diinnschnitten durch solche Stadien 
gibt es dann in bezug auf die Haufigkeit der Schnittrichtungen nur zwei 
Moglichkeiten : 

1. Ein solches spindel- oder trommelschlegelf6rmiges Proplastid wird 
im Bereich des Primargranums getroffen. Dort ist aber das Stroma nur als 
auBerst dinmne Haut ausgebildet und vielleicht oft gar nicht zu sehen (Fi- 
xationsschwierigkeiten u. a.). 

2. Das spindel- oder trommelschlegelf6rmige Proplastid wird im grana- 
freien Fortsatz getroffen. Dann ist nach unseren Erfahrungen eine Identi- 
fizierung kaum méglich, da eine Verwechslung mit Chondriosomen infolge 
der noch geringen Kenntnisse tiber pflanzliche Chondriosomen im Elektro- 
nenmikroskop nicht auszuschlieBen ist. 

Auf Grund unserer lichtmikroskopischen Erfahrungen kénnen wir das 
Resultat Miihlethalers in bezug auf die Proplastiden nur so erklaren. 

Miihlethaler findet weiterhin als nichstes Stadium der Metamorphose 
das auch von Leyon und Perner aufgefundene Phanomen des Aus- 
wachsens von Lamellen, ausgehend von den sublichtmikroskopischen Ho- 
rizontalschichten des Primargranums in das Stromaplasma. Woher eigent- 
lich das Stromaplasma dieser Chloroplasten kommt, bleibt offen. Miihle- 
thalers Konzeption geht auf Grund seiner elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen weiter, indem er annimmt, dai durch das flaichenhafte 
Auswachsen der Lamellen des Primargranums nunmehr Sekundirgrana 
in diesen Lamellen in scharf begrenzter Form entstehen. Durch derartige 
Wachstumsprozesse wird die gewohnte Lamellen- und Granastruktur des 
somatischen Chloroplasten erreicht. Das Entscheidende dabei ist im Gegen- 
satz zu Heitz und Maly die unbedingte Anerkennung des schon von 
Strugger aufgestellten Grundprinzips, daB die Bildung der Sekundargrana 
von der Substanz des Primargranums ausgeht und sonach das Plasma des 
Primargranums nicht nur in der Keimbahn, sondern auch bei der somati- 
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schen Entwicklung der Plastiden eine wachstumsbedingte Kontinuitét zu 
besitzen scheint. Ob im einzelnen die Vorginge, welche zu kompliziert ge- 
ordneten Strukturen der Sekundiargrana fiihren, schon richtig gesehen 
sind, muB freilich zunichst offenbleiben. 

Fiir die gesamte Plastidenforschung sind die neuerdings publizierten 
elektronenmikroskopischen Beobachtungen von Leyon und v. Wett- 
stein (1954), v. Wettstein (1954) an Algenchromatophoren von grund- 
sitzlicher Bedeutung. Wenn auch der Bauplantypus der Algenchromato- 
phoren von dem der Kormophyten dadurch prinzipiell abweicht, daB die 
Algenchromatophoren keine distinkte Granastruktur besitzen und durch 
ihren gesamten Entwicklungszyklus durchgehend lamelliert bleiben, so ist 
doch das Prinzip der Algenchromatophoren dem Bauplanprinzip eines 
Granums bei den Kormophyten strukturell sehr ahnlich. Diese Ahnlich- 
keit wird noch dadurch unterstrichen, daB auch in funktioneller Hinsicht 
eine Parallelitat besteht. Fiir die Chromatophoren von Fucus konnte 
v. Wettstein (1954) und Leyon und v. Wettstein (1954) recht klar den 
Nachweis erbringen, da die Lamellensysteme zweierlei Wachstumsprozesse 
durchmachen kénnen. Sie kénnen eine Vermehrung ihrer Zahl durch eine 
identische Reduplikation erfahren, und sie wachsen, besonders bei der 
Bildung der Tochterchromatophoren und beim Heranwachsen der jugend- 
lichen Chromatophoren, der Flache nach. Diese Befunde sind fiir die ge- 
samte Plastidenforschung grundsitzlich bedeutungsvoll und miissen auch 
als Grundlage fiir das ontogenetische Entwicklungsprinzip der Chloro- 
plasten bei den Spermatophyta beriicksichtigt werden. 

Auf Grund unserer licht- und elektronenmikroskopischen Beobachtungen 
an dem Knospengewebe von Helianthus tuberosus ist als Beitrag zum Pro- 
blem der Chloroplastenontogenese in diesem Zusammenhange folgendes 
auszufiihren : 

Feststeht, daB die Proplastiden auch in den jiingsten Meristemzellen 
aus einem nicht lamellierten, am6boid formveranderlichen und haufig Re- 
servestirke fiihrenden Stromaplasma bestehen, in welches ein kleiner, scheib- 
chenformiger Komplex, der sich mit Kernfarbstoffen auffallend stark an- 
farbt, eingelagert ist. Dieses Strukturelement entspricht dem von Strugger 
schon 1950 aufgefundenen Primargranum. Im Lichtmikroskop ist eine 
Struktur im Inneren des Primargranums nicht mehr feststellbar. Dagegen 
zeigen die sicher identifizierten Querschnittbilder durch meristematische 
Proplastiden im Elektronenmikroskop ein charakteristisch gelagertes La- 
mellenpaket, welches in Ubereinstimmung mit den lichtmikroskopischen 
Feststellungen im Proplastid bei geeigneter Schnittfiihrung zu finden ist. 
Wiahrend also das Stromaplasma nicht lamelliert ist, zeigt das Plasma des 
primaren Granums bei Helianthus tuberosus einen deutlichen Lamellenbau. 
Die Lamellen liegen wohl parallel zur Scheibchenebene. 

Dieses Stadium bildet sonach den konkreten Ausgangspunkt fiir alle 
Wachstumsprozesse im Zuge der Metamorphose der Proplastiden zu multi- 
granuliren somatischen Chloroplasten. Unterhalb des Vegetationskegels 
ist ein deutlicher Entwicklungsgradient basalwirts zu beobachten, so daB 
in verschiedenen Abstinden vom Scheitelpunkt des Vegetationskegels 





736 S. Strugger und E. Perner 


aufeinanderfolgende Stadien der Chloroplastenentwicklung licht- und elek- 
tronenmikroskopisch studiert werden konnten. Der erste Wachstums- 
prozeB, der von uns festgestellt wurde, war mit einer VergréBerung der Pro- 
plastiden verbunden. Dies gilt fiir die Masse des Stromaplasmas, ohne daB 
eine Lamellenstruktur in Erscheinung tritt. Das primire Granum jedoch 
scheint zunachst an diesen Wachstumsprozessen nicht beteiligt zu sein. Ni- 
here Untersuchungen miissen diese Stadien noch weiter aufklaren. Die 
Amdboidie des Stromas bleibt zunachst noch erhalten. 

Eine Beobachtung, welche mit den Befunden Struggers (1950, 1953, 
1954) iibereinstimmt, ist die licht- und elektronenmikroskopische Fest- 
stellung, daB zunachst zwei Grana auftreten. Die lichtmikroskopischen 
Untersuchungen reichten jedoch nicht aus, um nahere Struktureinzelheiten 
festzustellen. Sie lassen lediglich erkennen, daB in den herangewachsenen 
Proplastiden zwei Granascheibchen auftreten. Eine parallelisierte Lage die- 
ser Grana konnte in den lichtmikroskopischen Priaparaten sehr hiufig ge- 
sehen werden. Die elektronenmikroskopische Untersuchung entsprechender 
Entwicklungsstadien laBt eindeutig erkennen, daB die beiden Grana gegen- 
iiber dem Primargranum in meristematischen Zellen vergréBert erscheinen 
und da8 deren Lamellenstruktur zweifellos starker ausgepriagt ist. Auch die 
Zahl der Lamellen muB zugenommen haben. Das Stroma ist noch immer 
frei von Lamellen und ein Auswachsen von Lamellen aus den sublichtmikro- 
skopischen Granaschichten ist in diesem Stadium der Chloroplastenentwick- 
lung nicht beobachtbar. Da es sich hier um eine dikotyle Pflanze handelt, 
braucht dieser Befund noch nicht im Widerspruch zu den Feststellungen von 
Leyon (1954), Mithlethaler (1955) und Perner (1955) zu stehen, welche 
an monokotylen Pflanzen arbeiteten. Da die beiden Grana vdllig frei als 
Lamellenpakete im Stroma liegen, ist fiir eine Diskussion der Entstehung 
dieser bigranuliren Stadien zweifellos von Bedeutung. Da die Teilungs- 
fahigkeit des Primargranums in der Literatur bereits hinreichend belegt 
ist, k6nnen wir uns nur zu der Auffassung entschlieBen, da zunichst die 
Lamellenlagen des heranwachsenden Primargranums durch identische 
Reduplikation vermehrt werden und daB schlieBlich eine der Flache nach 
vor sich gehende Teilung des Primargranums durch Aufspaltung parallel 
zu den Lagen der Lamellen erfolgt, wodurch die beiden Sekundargrana 
bigranularer Proplastiden entstehen. Ein unmittelbarer Beweis fiir diese 
Auffassung wire die intravitale Beobachtung dieses Prozesses. Diesen Be- 
weis kénnen wir noch nicht liefern, aber wir konnen uns trotz des hypo- 
thetischen Charakters dieser Deutung keiner anderen Erklarungsmdéglich- 
keit anschlieBen. 

Diese soeben besprochene Granavermehrung setzt sich im Zuge der 
ontogenetischen Entwicklung fort. Es treten dabei vier, fiinf und sechs 
Grana in regelloser Lagerung im noch améboiden und globular gebauten 
Stromaplasma in Erscheinung. Auch diesen ProzeB der Granavermehrung 
im noch nicht lamellierten Stroma sehen wir als einen Wachstums- und 
TeilungsprozeB der Sekundirgrana an. 

Im Laufe der weiteren Ontogenese ist eine immer mehr zunehmende 
Ordnung der Sekundirgrana im multigranulairen Proplastid festzustellen. 
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Die Granascheiben parallelisieren sich, zeigen aber nur stellenweise eine 
Geldrollenanordnung. Es kommt noch vor, daf das Gros der Granascheiben 
parallel zur Flache des Plastids orientiert ist und da8 das eine oder andere 
Granascheibchen eine davon abweichende Lage einnimmt. Die Grana selber 
zeigen die fiir erwachsene Chloroplasten bekannte sublichtmikroskopische 
Lamellierung. Haufig ist eine beginnende Aufspaltung der Grana der Flache 
nach festzustellen, so daB ein Lamellenpaket eines Granums sich in zwei 
morphologisch geschlossene diinnere Lamellenpakete zerteilt. In diesem 
Zusammenhange erscheint auch die erste durch Beobachtung feststellbare 
Geldrollenlagerung ontogenetisch verstandlich zu werden. 

In dieser Phase der Entwicklung beginnt auch eine Lamellierung des 
Stromas in deutlichem Zusammenhang mit den Sekundiargrana in Erschei- 
nung zu treten. Offensichtlich wachsen aus den mehr oder weniger hori- 
zontal geordneten Sekundirgrana Lamellensysteme im Anschlu8 an die 
Granalamellen in das Stroma hinaus. Dabei muB es wohl offenbleiben, 
wieweit sich auch das Stromaplasma daran beteiligt. Dadurch wird all- 
miahlich eine Horizontalverbindung hergestellt. Wir sind uns dessen bewuBt, 
daB dieser Punkt der Diskussion auf groBe Schwierigkeiten st6Bt. Feststeht 
allerdings, daB die vorher nicht durch Lamellen verbundenen Sekundar- 
grana in einem fortgeschrittenen Stadium teilweise Lamellenverbindung 
(Tragerlamellen) besitzen, teilweise sie aber noch nicht ausgebildet haben. 

Im Zusammenhange mit der nunmehr einsetzenden Lamellierung des 
Stromas wird die Gestalt der multigranuliren Jungchloroplasten stabiler, 
indem sie die iibliche Linsenform annehmen. 

In noch spateren Stadien der Entwicklung finden wir sowohl licht- als 
auch elektronenmikroskopisch die Sekundiargrana in horizontalen Reihen 
und in weitgehend annahernden Geldrollen liegen. Die Traigerlamellen sind 
dann zwischen den Granabezirken weitgehend entwickelt und nur in solchen 
Fallen, in denen durch ein Starkekorn gréSere Stromapartien granafrei 
geblieben sind, ist in diesen granafreien Teilen das Stroma noch globular 
gebaut und nicht lamelliert. Diese Beobachtung halten wir fiir sehr wichtig, 
da sie zeigt, daB das Stromaplasma von sich aus keine Lamellen zu bilden 
vermag und diese nur dann auftreten, wenn entsprechende Granaeinlage- 
rungen vorhanden sind. 

Im Vergleich zu den bisher geduBerten Arbeitshypothesen zur Ontogenese 
der Chloroplasten bei den Spermatophyten kann somit auf Grund der Be- 
obachtungen an Helianthus tuberosus folgendes ausgesagt werden: 

Die Arbeitshypothese von Heitz und Maly (1953) ist auch auf Grund 
der vorliegenden Beobachtungen nicht diskutabel. Die von Strugger (1950, 
1953, 1954) aufgestellte Hypothese ist insofern richtig, als der Ausgangs- 
punkt der Ontogenese ein unigranulares Proplastid ist, in welchem das 
lamellierte Primargranum ein persistierendes und priexistentes Plasma- 
system darstellt. Es darf nicht unerwahnt bleiben, daB auch im Sinne von 
Strugger das Stromaplasma ebenfalls ein derart persistierendes und priaexi- 
stentes, gesondertes Plasmasystem ist, da8 sonach auch die Auffassung 
von Mihlethaler (1955) im Hinblick auf die Struktur der Proplastiden 
korrigiert werden muB. Durch die Beobachtungen von Leyon (1954), 
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Mithlethaler (1955) und Perner (1955) ist fiir die monokotylen Pflan- 
zen ein friihzeitiges Entstehen von Lamellen im AnschluB an die sublicht- 
mikroskopischen Lamellenlagen des Primargranums erwiesen. Unsere Beob- 
achtungen an dikotylen Pflanzen zeigen dagegen, daf dieses Prinzip zwar 
auch bei den Dikotylen zu beobachten gewesen ist, aber wenigstens bei 
unserem Objekt wesentlich spiter in Erscheinung tritt. Wir finden in Uber- 
einstimmung mit der Arbeitshypothese Struggers, daB wahrscheinlich 
durch Teilung des Primargranums und der Sekundargrana eine Vermeh- 
rung selbstandiger, nur fiir sich lamellierter Grana im globuliren Stroma 
eintritt. In jedem Falle miissen wir uns aber der von Strugger festge- 
legten Arbeitshypothese anschlieBen, daB die Sekundargrana nur aus dem 
Primargranum zur Entwicklung kommen. Die Anordnung der Sekundar- 
grana im améboiden Proplastid scheint zunachst recht zufallig zu sein, auch 
durch groBe Starkeeinschliisse wird diese Anordnung augenscheinlich beein- 
fluBt. Erst in einem vorgeriickteren Stadium tritt eine Parallelisierung der 
Granaschichten ein, und dann erst beginnt allmahlich die Ausbildung der 
durch das Stroma gehenden Tragerlamellen. Das scheint also bei den Diko- 
tylen etwas anders zu liegen als bei den Monokotylen. Doch miissen diese 
Einzelheiten noch durch weitere Untersuchungen vergleichend abgeklart 
werden. 

Entscheidend fiir eine Arbeitshypothese zum Problem der Ontogenese 
der Chloroplasten scheint uns aber die Beobachtung zu sein, die wir mit dem 
Elektronenmikroskop in den entsprechenden Entwicklungsstadien regel- 
maBig machen konnten, namlich die Aufspaltung der Grana in Sekundir- 
grana von geldrollenartiger Anordnung, wobei wir haufig Bilder beobachten 
konnten, in welchen das sublichtmikroskopische Lamellenpaket eines Gra- 
nums an ein oder zwei Stellen von der Seite her aufgespalten wird. So ent- 
stehen wieder Sekundirgrana mit zunachst kleineren Lamellenzahlen. Es 
ist uns voll bewuBt, daB es sich hier um eine allererste Teilbeobachtung 
handelt, welche bei Weiterentwicklung der sehr schwierigen Arbeitstechnik 
einem naheren quantitativen Studium zugefiihrt werden mu. Dieses 
Teilungsprinzip ist nach unserer Auffassung dann die Ursache fiir die Ent- 
stehung der Geldrollensaulen, so daB auch hier sich die seinerzeit von Strug- 
ger aufgestellte Arbeitshypothese noch als brauchbar erweist. 

Das Dickenwachstum der Grana durch identische Reduplikation der 
Lamellen ist auf Grund der Befunde von Leyon und v. Wettstein (1954) 
wohl durchaus verstaindlich. Da nach erfolgter hinreichender Redupli- 
kation der sublichtmikroskopischen Granalamellen eine lichtmikroskopisch 
dimensionierte Aufspaltung in Sekundargrana erfolgen kann, ist von uns 
beobachtet worden. 

Erfreulich ist im Zuge des Fortschreitens der Diskussion dieses Problems 
eine gewisse Anniherung und notwendige Vereinigung mehrerer Prinzipien. 
Starre Arbeitshypothesen diirften bei der Losung dieses so schwierigen cyto- 
logischen Problems von gréBtem Ubel sein. Bei der Ausbildung der hochge- 
ordneten somatischen Chloroplasten aus dem so relativ einfachen Proplastid 
werden offenbar mehrere prinzipielle Wege eingeschlagen, welche wir nach 
den bisher vorliegenden Tatsachen hier kurz zusammenfassen méchten: 
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1. Wachstum und damit Volumenzunahme des Stromas: 


2. identische Reduplikation der sublichtmikroskopischen Granalamellen 
und die damit verbundene lichtmikroskopisch festgestellte flichenhafte 
Aufteilung der Grana; 


3. Flachenwachstum der Granalamellen in Beziehung zum Stromaplasma 
und Ausbildung eines durchgehenden horizontalen Lamellensystems. 

Damit sind aber die Prinzipien, welche Leyon (1954), Miihlethaler 
(1955) und Perner (1955) zur Diskussion brachten, mit den Ansichten von 
Strugger als verbunden zu betrachten, so daB vielleicht auf dieser Basis 
durch weitere miihevolle Analysen das so komplizierte Geschehen des 
Plastidenwachstums allmahlich einer beginnenden Klarung entgegenge- 
fiihrt werden kann. Wir verkennen nicht, daB das tiefste Problem, naimlich 
die identische Reduplikation elementarer Plasmabestandteile und die dabei 
zweifellos zu fordernde Erhaltung des sublichtmikroskopischen Plasma- 
musters, bei allen diesen Wachstumsprozessen vorlaufig nur logisch postu- 
liert werden kann, aber noch lange nicht einer experimentellen Klarung 
zuganglich sein wird. Eines aber steht fiir uns fest: Plasmamuster, welche 
zu besonderen physiologischen Leistungen, wie Photosynthese (Grana) und 
Starkekondensation (Stroma), die Pflanzenzelle befaihigen, ko6nnen niemals 
de novo im Pflanzenkérper gebildet werden, sondern sie miissen als konti- 
nuierliche, genetisch wirksame Musterstrukturen angesehen werden, wobei 
es fiir eine Arbeitshypothese gleichgiiltig ist, ob sie in ihrer Gesamtheit 
licht- oder sublichtmikroskopisch dimensioniert sind. 


Zusammenfassung der Ergebnisse 


1. Das Problem der ontogenetischen Entwicklung der Chloroplasten bei 
einer dikotylen Pflanze (Helianthus tuberosus) wurde sowohl lichtmikro- 
skopisch als auch parallel dazu elektronenmikroskopisch bearbeitet. Es 
hat sich fiir elektronenmikroskopische Untersuchungen als unbedingt not- 
wendig erwiesen, dasselbe Objekt mit Hilfe der lichtmikroskopischen 
Praparations- und Untersuchungsmethoden soweit als méglich zu analy- 
sieren, da sonst die elektronenmikroskopischen Bilder héchst unsicher und 
in einigen Fallen tiberhaupt nicht deutbar sind. 

2. Die Proplastiden in meristematischen Zellen einer dikotylen Pflanze 
wurden erstmals licht- und elektronenmikroskopisch analysiert. Sie ent- 
sprechen in ihrer Struktur véllig den Proplastiden der monokotylen Pflan- 
zen, welche bisher in der Literatur beschrieben sind. Jedes Proplastid von 
Helianthus tuberosus besteht aus einem formverinderlichen, améboiden 
Stroma und einem scheibchenférmigen Primargranum. Das Proplastid 
kann sowohl Starke als auch Vakuolen enthalten. 

Im einzelnen wurden an den Proplastiden folgende Feststellungen ge- 
macht : 

Das Stroma besitzt eine lockere, nicht naher definierbare Struktur, ist 
aber in keinem Falle lamelliert. Die osmiumsdaurefixierten Proplastiden sind 
von einer doppelten sublichtmikroskopischen Grenzschicht umgeben, welche 
auch eingeschlossene Vakuolen abgrenzt, aber bei Starkeeinschliissen fehlt. 
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Das Primirgranum laBt eine Lamellenstruktur erkennen und ist in seiner 
Lage und seinen Dimensionen mit dem entsprechenden lichtmikroskopisch 
festgestellten Granum identisch. 

3. In den sich differenzierenden Zellen der SproBachse unterhalb des 
Vegetationskegels wachsen die Proplastiden zu etwas grdBeren, entspre- 
chend gebauten Gebilden heran. Auch in dem vorbereitenden Stadium sind 
sie amdboid formveranderlich und zeigen den gleichen Innenbau wie in 
Meristemzellen. Eine Lamellierung des Stromas tritt auch in diesem ersten 
Stadium der Ontogenese der Chloroplasten nicht in Erscheinung. 


4. Im Zuge der weiteren Entwicklung der herangewachsenen Proplasti- 
den zu Jungchloroplasten ist lichtmikroskopisch zunichst das Auftreten 
zweier und mehrerer stark farbbarer und scheibchenformiger Grana fest- 
zustellen. Die Amdéboidie des Stromas bleibt zunaichst erhalten. Die ent- 
sprechenden elektronenmikroskopischen Bilder lassen erkennen, daB im 
noch nicht lamellierten Stroma zwei bis mehrere deutlich individualisierte 
und mit sublichtmikroskopischer Lamellenstruktur ausgestattete Grana 
auftreten, welche in Ubereinstimmung mit den lichtmikroskopischen Be- 
funden jedoch noch nicht geordnet liegen. Das Stroma scheint in diesem 
Stadium einen globuliren Bau zu besitzen. 


5. Das weiter fortgeschrittene Stadium der Jungchloroplasten zeichnet 
sich sowohl im licht- als auch im elektronenmikroskopischen Aspekt durch 
eine zunehmende Ordnung der Grana im Sinne einer Horizontallagerung aus. 
Es treten zunachst vereinzelt, spaiter in reichlichem Mae Trigerlamellen 
zwischen den horizontalen Granaschichten in Erscheinung, welche im An- 
schlu8 an die sublichtmikroskopischen Lamellen der Grana gebildet werden. 
Gleichzeitig ist in den elektronenmikroskopischen Bildern eine flichenhafte 
Aufspaltung der Lamellenmagazine der Grana festzustellen, so daB Sekun- 
diargrana von ungleicher Dicke entstehen. Im Lichtmikroskop sind natiir- 
lich diese Einzelheiten nicht zu sehen, doch konnte in wiederholten Fallen 
beobachtet werden, da8 die im Stroma liegenden Sekundirgrana ungleich 
farbbar waren und daher ungleiche Dicke besitzen miissen, was mit den 
elektronenmikroskopischen Bildern durchaus tibereinstimmt. 


6. Die schon in Punkt 5 angedeuteten Prozesse bringen es mit sich, daB 
das Stromaplasma seine amédboide Formveranderlichkeit einbiiBt und 
dadurch schlieBlich der Jungchloroplast eine feste linsenformige Gestalt 
annimmt. Sowohl die licht- als auch die elektronenmikroskopischen Profil- 
ansichten solcher Chloroplasten lassen erkennen, daB die Grana in Horizon- 
tallagen angeordnet sind und durch Triagerlamellen horizontal verbunden 
werden, wobei die Tragerlamellen im Anschlu8 an die sublichtmikroskopi- 
schen Schichten der Grana liegen. AuBerdem ist die erste Andeutung der 
Geldrollenstruktur sowohl licht- als auch elektronenmikroskopisch beob- 
achtet worden. Im Zusammenhange mit der Feststellung der flachenhaften 
Aufspaltung der Grana in der Lamellenebene diirfte es wohl sehr nahe liegen, 
die Entstehung der endgiiltigen Geldrollenstruktur auf eine flachenhafte 
identische Reproduktion der Granalamellen und auf eine flichenhafte 
Teilung der Granalamellenpakete zuriickzufiihren. 
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Einleitung 


Unter ,,plastidenihnlichen Gebilden‘‘ werden in der Literatur verschie- 
denste Zellinhaltskérper zusammengefaBt, gleichgiiltig, ob sie sich im Cyto- 
plasma oder in der Vakuole befinden. Ihr Vorkommen ist im Pflanzenreich 
nur auf verhaltnismaBig wenige Familien beschrinkt. Eine Zugehérigkeit 
dieser Inhaltskérper zu den Plastiden ist in den meisten Fallen sehr um- 
stritten. 

Nach Kiister (1951: 390) kann ,,von plastidenahnlichen Gebilden .. . 
erst dann zutreffend gesprochen werden, wenn sich fiir die in Rede stehen- 
den Organelle erweisen lieBe, daB sie aus Plastiden entstehen oder zu solchen 
werden konnen oder sie neben diesen in autonomer Entwicklung als eine 
plastidenahnliche Form lebendiger Substanz der Zelle sich entwickeln; sich 
durch Teilung vermehren und niemals neu aus dem Protoplasma entstehen ; 
zugleich miiBten wir fiir sie voraussetzen diirfen, da8B sie spezifische che- 
mische Leistungen vollziehen kénnten, wie es die Plastiden vor allem mit 
der Starkebildung tun“. 

In dieser Arbeit sei auf zwei solcher Inhaltsk6rper naher eingegangen: 
auf die Elaioplasten oder Olbildner in der Gattung Vanilla und die Sterino- 
plasten bei Liliwm-Arten. Bisher wurde von einer Reihe von Autoren das 
Verhalten dieser Gebilde gegeniiber verschiedenen Reagenzien untersucht, 
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wie z. B. Sudan-Alkohol, der eine Entmischung und Lipophanerose und eine 
intensive Orangefairbung bewirkt. Als ein neuer Weg fiir das Studium der 
Elaioplasten und Sterinoplasten wurde nun ihre Vitalfluorochromierung ver- 
sucht. Diese bietet methodische Vorteile vor der Farbung mit Diachromen, 
da die Fluorochrome noch in starkeren Verdiinnungen als die Vitalfarb- 
stoffe im UV-Licht sichtbar werden. Daher ist es méglich, mit einer sehr 
geringen Konzentration zu arbeiten, so daB eine Schadigung der Zelle im 
allgemeinen nicht vorkommt. 


1. Elaioplasten 


Wakker (1888) fand in der Epidermis junger Blatter und Sprosse sowie 
auch im Epiblem junger Wurzeln von Vanilla planifolia Inhaltskorper, die er 
Elaioplasten oder Olbildner nannte. 
Die Korper enthalten eine délartige 
Substanz in einer eiweifreichen 
Grundmasse. Auch die Olkérper der 
Lebermoose, die zuerst von Pfeffer 
(1874) beschrieben wurden, zahlt 
Wakker zu den Elaioplasten, da 
sie aus protoplasmatischer Grund- 
substanz und eingelagertem Ol be- 
stehen. Ahnliche Gebilde entdeckte 
Zimmermann (1893) bei ver- 
schiedenen Liliaceen, so z. B. bei 
Hosta, Agave, Dracaena, Ornithoga- 
lum und Oncidium. Die Gestalt der 
Elaioplasten ist bei den einzelnen 
Arten verschieden. Meist tretensiein 
Einzahl in der Zelle auf. Zim mer- 
Abb. 1. Epidermiszellen der Corollblatter ™#0 fand sie hauptsichlich in der 
von Lilium Kaempferi mit Elaio-Leuko- Epidermis der Blumenkrone und 

plasten. des Fruchtknotens. Raciborski 

(1893) befaBte sich mit den Elaio- 

plasten verschiedener Liliaceen und mit der Entwicklungsgeschichte dieser 

Gebilde. Nach seiner Beobachtung entstehen sie immer neu, d.h. nicht 

aus Vorstadien im Cytoplasma. Politis (1911) entdeckte sie bei weiteren 

Familien der Monocotylen und auch bei Dicotylen in der Familie der 
Malvaceen!. 

Faull (1935) gebraucht den Ausdruck Elaioplasten auch fiir eindeutige 
Plastiden, die sich von Leukoplasten und Chloroplasten nur dadurch unter- 
scheiden, daB sie die Fahigkeit zur Starkebildung voriibergehend oder ganz 
verloren haben und statt dessen Ol bilden. Er beschreibt die Elaio-Leuko- 
plasten im Rhizom einiger Jris-Arten. In der Wachstumsperiode erzeugen 
diese Leukoplasten Starke, in der Ruheperiode Ol. Auch in der Epidermis 


ha 2% ‘ae ‘ate. = 


1 Beer (1909) findet sie in verschiedenen Teilen der Bliite von Gaillardia Loren- 
ziana, einer Composite. 
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der voll entwickelten Bliitenblaitter von Jris Kaempferi konnten Leuko- 
plasten festgestellt werden, die keine Starke, dagegen zahlreiche Trépfchen 
lipoider Art enthalten (Abb. 1). Diese Plastiden kénnen ebenfalls in Uber- 
einstimmung mit Faull (1935) als Elaio-Leukoplasten bezeichnet werden. 
Das Vorkommen solcher Plastiden in den Bliitenblattern scheint bis jetzt 
noch nicht bekannt gewesen zu sein. Auffallend ist, daB die SchlieBzellen 
der Jris-Bliitenblitter Plastiden enthalten, die reichlich Starke bilden. Es 
kommt also auch hier wieder die Idioblastennatur der SchlieBzellen (Weber 
1955) zum Ausdruck. Germ (1954) beschreibt fiir bestimmte Epidermis- 
zellen von Cephalanthera-Arten Lipoidballen, die um den Kern liegen. Er 
nimmt an, daB mit groBer Wahrscheinlichkeit ,,sich die Klumpen von dem 
zusammengeballten Degenera- 

tionsprodukt der Leukoplasten 

ableiten lassen‘‘, also durch 

Plastidenzerfall entstehen. W e- 

ber (1955) beobachtet ahnliche 

Olkérper in den Epidermis- 

zellen der Korollblatter von 

Hosta plantaginea. Weder in 

den Zellen von Cephalanthera- 

Arten noch in denen von 

Hosta plantaginea findet man 

neben den Elaioplasten irgend- 

welche Plastiden. Die SchlieB- 

zellen dagegen, die viele Chlo- 

roplasten enthalten, besitzen 

keine Elaioplasten ; dies wiirde 

dafiir sprechen, daB die Elaio- 

plasten Degenerationsprodukte 

der Plastiden darstellen. An- 

ders verhalt es sich mit den Abb. 2. Epidermiszellen des Blattes von Vanilla 
Elaioplasten von Vanilla plani- Pompona mit je einem Olkérper; den SchlieB- 
folia und Vanilla Pompona. zellen fehlen die Olkérper. 

Schon in sehr jungen Blatt- 

anlagen finden sich in den Epidermiszellen zuerst fadige Gebilde, die 
bereits die schmutzig graubraune Farbe der Elaioplasten zeigen. Ihre Ent- 
stehung im Vegetationspunkt konnte leider nicht beobachtet werden, da 
zuwenig Material zur Verfiigung stand. In jeder Epidermiszelle kommt nur 
ein Olkérper vor (Abb. 2); dieser ist besonders gro8 in den Tragblattern der 
Bliiten ausgebildet (Abb. 3). Dieser Inhaltskorper liegt fast immer, wie die 
in jeder Zelle zahlreich vorhandenen Leukoplasten, beim Zellkern, also ent- 
sprechend den Angaben von Wakker (1888) und Zimmermann (1893) 
im Cytoplasma. Durch Plasmolyse und auch durch Zentrifugierung kann 
dies leicht festgestellt werden. Bei einer eine halbe Stunde dauernden 
Zentrifugierung mit 5000 Umdrehungen pro Sekunde (r = 130 mm) werden 
die Elaioplasten zentrifugal verlagert, wahrend der Kern und die ihn um- 
lagernden Leukoplasten ihre Lage unverandert beibehalten. Die zentri- 
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fugale Verlagerung der Elaioplasten ist iiberraschend, denn man hitte er- 
warten kénnen, da sie infolge ihres Olreichtums zentripetal wandern 
(Abb. 4). Vermutlich ist der hohe Eiwei8gehalt der Olbildner fiir ihr spe- 
zifisches Gewicht verantwortlich. 

Die Epidermiszellen von Vanilla planifolia und Vanilla Pompona zeigen 
eine blaue Eigenfluoreszenz. In toten Zellen leuchtet nur der Elaioplast in 
hellblauer Farbe. “es 

Akridinorange: 

Behandelt man junge Epidermiszellen von Vanilla planifolia und Vanilla 
Pompona mit Akridinorange, einem basischen Fluorochrom, so leuchtet der 
Zellinhalt bei pH 3 im UV-Licht gelbgriin und zeigt auch im neutralen und 

; schwach alkalischen Bereich eine 
ausgesprochen gelbgriine Fluores- 
zenzfarbe. Die Zellen besitzen nach 
Hofler (1947) einen _,,vollen‘ 
Zellsaft; solche Zellsifte enthalten 
,zelleigene Stoffe, die die . Farb- 
stoffe chemisch unter diffuser 
Léslichkeitsspeicherung —_ binden** 
(Héfler und Schindler 1955: 
174). Die Vakuolen alterer Blatter, 
die auch keine Elaioplasten mehr 
enthalten, fiihren den Speicherstoff 
in geringerer Menge. Fluorochro- 
miert man altere Epidermen mit 
Akridinorange, so wird eine ausge- 
sprochene Musterbildung sichtbar. 

Die SchlieBzellen und deren Neben- 

Abb. 3. Epidermis des Tragblattes von zellen leuchten stark gelbgriin, wih- 

Vanilla Pompona; Elaioplasten (dunkel) rend die tbrigen Epidermiszellen 

durch Schiffsches Reagens rotviolett, Kern _ teils dunkelgriin, teils rot gefarbt 

und Ca-Oxalatkristalle ungefarbt. sind. Einige Oberhautzellen zeigen 

eine deutliche Kriimelbildung in 

der Vakuole. Nach Hofler und Schindler (1955) haben wir es hier mit 
einer fiir volle Zellsifte ,,charakteristischen Diffusfarbung‘ zu tun. 

H6fler (1947) sieht eine Unterscheidungsméglichkeit voller und leerer 
Zellsifte durch ihr Verhalten gegeniiber NH;. ,,Behandelt man leere Zell- 
sifte, die durch lonenspeicherung gefarbt worden sind, mit verdiinnter 
Ammoniaklésung (n/200 NHs), die durch das lebende Plasma leicht per- 
meiert, so werden die vordem sauren Zellsafte alkalisch und die eingefan- 
genen Ionen wandeln sich wieder zu permeierfihigen Molekiilen. Diese 
exosmieren rapid, ... — Volle Zellsafte werden durch NH, nicht entfarbt, 
héchstens in manchen Fallen (Neutralrot!) reversibel gebleicht‘‘ (Héfler 
und Schindler 1955: 176). La®t man eine verdiinnte Ammoniaklésung 
(n/200) auf mit Akridinorange gefarbte Epidermiszellen von Lilium candidum 
und Lilium tigrinum einwirken, so tritt keine Entfarbung ein; ein weiterer 
eindeutiger Beweis dafiir, daB es sich um einen vollen Zellsaft handelt. 
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Stirkere Ammoniaklésung andert die Eigenfluoreszenz der Epidermis- 
zellen von Blau zu Griin; auch die mit Akridinorange gelbgriin gefairbten 
Zellen fluoreszieren dann dunkler. Die Zellen sind aber dann nicht mehr 
lebend, es handelt sich um einen postvitalen Vorgang, zu dem sich aller- 
dings bei dem typischen Beispiel fiir volle Zellsifte, Alliwm Cepa, keine 
Parallele findet. Die Ursache fiir den vollen Charakter des Vanilla-Zellsaftes 
ist offenbar sein Gehalt an Lipoiden. Die Fettreaktion nach Molisch (1891), 
bei der ein Gemisch von gleichen Volumsteilen konzentrierter wiasseriger 
Kalilauge und Ammoniak zur Verseifung verwendet wird, liBt eine groBe 
Anzahl von ,,Seifennadeln‘‘ in jungen Zellen entstehen, in alten allerdings 
in geringerer Menge. Durch Ein- 
wirkung von Osmiumsiure wer- 
den die Zellen junger Blatter 
fast schwarz, wihrend die Epider- 
mis alterer Blatter ein deutliches 
Muster zeigt. Die SchlieBzellen und 
die Nebenzellen werden dunkel- 
grau bis fast schwarz, die iibrigen 
Zellen sind hell- bis mittelgrau 
gefarbt. SchlieB- und Nebenzel- 
len des Spalt6ffnungsapparates 
enthalten demnach die meisten 
Speicherstoffe, die in diesen Zel- 
len offenbar nie abgebaut werden. 


Rhodamin: 


Kine Farbung mit dem neutra- 
len Rhodamin, das in allen pH- 
Bereichen in vollstandig moleku- 
larer Form vorliegt (Drawert 
1940), farbt den Zellinhalt zu 


goldgelber Fluoreszenz. Abb. 4. Epidermiszellen von Vanilla Pom- 
: pona mit zentrifugal verlagerten Elaiopla- 
Pyronin: sten, die mit Plasmafaiden mit dem wand- 
Dieses basische Fluorochrom _ standigen Cytoplasma in Verbindung stehen. 
wurde von Strugger (1941) in die 
Fluoreszenzmikroskopie eingefiihrt. Es schlagt bei pH 10,3 von der dissozi- 
ierten Phase in die molekulare um. In der dissoziierten Phase fluoresziert der 
Farbstoff gelb, in der molekularen ultramarinblau. Boerner (1952) hat fluo- 
reszenzmikroskopische Untersuchungen an moglichst reinen Fettsubstanzen 
durchgefiihrt; sie stellte fest, da nach Fluorochromierung mit Pyronin 
Lezithin unter pH 8 eine gelbe Fluoreszenz zeigt, weil es hydrophile ad- 
sorbierende Gruppen enthalt. Hydrophobe Lipoide ohne adsorbierende 
Gruppen leuchten in demselben pH-Bereich blau. Die Elaioplasten von 
Vanilla planifolia und Vanilla Pompona zeigen schon bei pH 7 zum Grob- 
teil eine blaue Fluoreszenz. Es wire méglich, daB es sich hiebei um ein 
Lipoid mit vorwiegend hydrophoben Gruppen handelt und die hydrophilen 





748 Irmtraud Thaler 


Gruppen fiir den Ausfall der Farbung nicht maBgebend sind. Auch scheint 
dieses Lipoid infolge seiner geringen Wasserbindungsfahigkeit keine Myelin- 
figuren zu bilden, auch dann nicht, wenn die Epidermis dem Einflu8 ver- 
seifend wirkender Alkalien ausgesetzt wird. 


Coriphosphin: 

Als weiteres basisches Fluorochrom wurde das Coriphosphin, ein meta- 
chromatischer Akridinfarbstoff, verwendet. Nach Héfler und Miillner- 
Haitinger (1949b) speichern volle Zellsafte diesen Farbstoff zu griiner 
Fluoreszenz. Er wurde von Haitinger (1938) und von H6éfler und Miill- 
ner-Haitinger (1949b) zur Darstellung von pflanzlichen Fetten ver- 
wendet. Auch die Elaioplasten nehmen eine stark griine Fluoreszenz- 
farbe an. 

Kaliumfluoreszein: 


Nach Strugger (1949) erweist sich Kaliumfluoreszein als einer der 
besten Plasmavitalfluorochrome. Dieser Farbstoff liegt von pH 4,5 an 
dissoziiert vor. Fiir die Untersuchungen wurden abgestufte gepufferte 
Kaliumfluoreszeinlésungen im Verhialtnis 1:10.000 hergestellt. Die Farb- 
stoffspeicherung der Elaioplasten hat ihren maximalen Wert im sauren Be- 
reich. Sie leuchten bei pH 2, 3,5, 4,5, und pH 5,5 mattgriin. Ein oder zwei 
Vakuolen im Innern bleiben immer ungefarbt. Bei pH 7 hort die Farbbar- 
keit auf. In toten Zellen ist ein viel stirkeres Leuchten der Elaioplasten zu 
bemerken. Der Farbstoff wird scheinbar nur vom Stroma gespeichert, da 
die Fetttrépfchen in den Nebenzellen und SchlieBzellen nicht fluoreszieren. 
Sie besitzen ja keine EiweiShiille und das Ol vermag den Farbstoff im dis- 
soziierten Zustand nicht zu speichern. 


Primulin: 


Das Primulin mit Phenolum liquefactum wird zur Darstellung von 
tierischem Viruseiwei8 verwendet (Haitinger 1938). Auch das Eiwei8 der 
Elaioplasten, welches wohl kaum mit ViruseiweiB identisch sein kann, 
leuchtet in der fiir das tierische Viruseiwei8 charakteristischen weiSblauen 
Farbe. 

Schiffsches Aldehydreagens: 


Die Elaioplasten farben sich im Schiffschen Aldehydreagens ohne vor- 
herige Fixierung rotviolett. LaBt man gleichzeitig mit diesem Reagens 
Sublimat auf die Epidermis einwirken, so farben sich nur die Elaioplasten 
in demselben Farbton. Tritt Lipophanerose ein, so farben sich die ausge- 
tretenen Oltropfen nicht mit diesem Reagens. Nach Feulgen und Voit 
(1924) erfaBt die echte Plasmareaktion das sogenannte Plasmal, das sind 
die Aldehyde der Acetalphosphatide (Plasmalogen). Uber das Vorkommen 
des Plasmals in Pflanzenzellen ist nicht viel bekannt. In Molischs Mikro- 
chemie (1891) findet man Angaben iiber einige Zellinhaltskérper, die die 
Aldehydreaktion geben. Hurel-Py (1936) berichtet, daB Fetttropfen im 
allgemeinen diese Reaktion nicht geben, auch nicht Chondriosomen und 
Plastiden, dagegen farben sich verholzte und kutinisierte Zellwande deutlich. 
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Nach Reilhes (1936) spricht eine Farbung bei Anwendung dieses Reagens 
fiir das Vorhandensein von Lipoiden. Hartel, Kenda und Weber (1950) 
geben an, dai das Sekret der Driisenhaare von Verbascum Blattaria gleich- 
falls die Schiffsche Reaktion gibt. Es ist allerdings nicht immer leicht zu 
entscheiden, ob es sich um eine echte Plasmalreaktion oder um eine Pseudo- 
plasmalreaktion handelt, da die Unterscheidung der blauvioletten Farbténe, 
die die echte Plasmalreaktion kennzeichnen sollen, von den rotvioletten der 
Pseudoplasmalreaktion sehr unsicher und subjektiv ist. 


2. Sterinoplasten 


Mirande (1923) beobachtete in der Epidermis der Zwiebelschuppe von 
Lilium candidum stark lichtbrechende Gebilde. Sie bestehen aus einem 
zentralen Teil, der in Alkohol, Ather, Chloroform und Aceton léslich ist und 
sich mit den meisten Farbstoffen 
im Hellfeld starker farbt, und dem 
,Mantel*, der hauptsichlich aus 
Proteinen besteht. Mirande (1923) 
nimmt an, daB der innere Teil eine 
lipoide Lésung von einem Phyto- 
sterol ist und bezeichnet es als 
, Liliosterin’’. Diese Inhaltskérper 
liegen nach seinen Beobachtungen 
im Cytoplasma; er schrieb ihnen 
wohl deshalb die Natur von Pla- 
stiden zu, und zwar sollten sie 
Sterine bilden. Reilhes (1933) 
nahm das Studium dieser Inhalts- + 
korper wieder auf und weist auf = Le owe 
Grund ihrer vitalen Farbbarkeit Be .. WA, i™ 
mit Neutralrotund Cresylblaunach, 4}, 5, Epidermiszellen der Zwiebelschuppe 
da8 sie sich in der Vakuole befinden von Lilium tigrinum. Ein Sterinoplast mit 
und nicht im Cytoplasma. DieMan- eutlich sichtbarem zentralen und peri- 
telschicht farbt sich in Jod jodkali- pheren Teil; sphiritisch angeordnete Kri- 
gelb und mit Millonschem Reagens _ stallbiischel, die aus einem Sterinoplasten 
ziegelrot. Der zentrale Teil gibt die entstanden sind. 
Fettreaktionen. Reilhes (1933) 
schlieBt daraus, daB der innere Teil nicht aus Phytosterinen, sondern aus 
einer vakuoligen Konkretion von Lezithinen, die von einer Proteinhiille 
umgeben sind, besteht. Die Sterinoplasten neigen dazu, in Sphiarokristalle 
iiberzugehen. Ahnliche Gebilde wurden von Reilhes auch in anderen 
Lilienarten, von Buvat (1936) in den Wurzeln verschiedener Pflanzen ge- 
funden. Abb. 4 zeigt zwei Sterinoplasten mit deutlich unterschiedenem 
zentralen und Mantelteil und einen auskristallisierten Sterinoplasten. 

Der Ausdruck Sterinochloroplasten wurde von Savelli (1936) fir 
Chloroplasten der Kakteenzelle verwendet, die statt Starke sterinartige 
Tropfen bilden. 

Die Zellen der Zwiebelschuppe von Liliwm candidum und Lilium tigrinum 
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zeigen eine blaue Eigenfluoreszenz des schon im gewohnlichen Licht perl- 
mutterartig glinzenden Zellinhaltes. Die Sterinoplasten treten durch ein 
noch intensiveres Blau hervor. Altere Epidermiszellen haben eine deutliche 
gelbe Eigenfluoreszenz, in diesen Zellen fluoreszieren die Sterinoplasten in 
kraftig gelber Farbe. Auch im Laubblatt von Lilium candidum und Lilium 
tigrinum findet man neben blau fluoreszierenden Epidermiszellen auch 
solche, die gelb fluoreszieren. Boerner (1952) gibt an, daB sich blaue Pri- 
miirfluoreszenz des frischen Lezithins zeigt, die sich bei Einwirkung von 
Luft in eine gelbe Fluoreszenz umwandelt. Es ist daher sehr wahrscheinlich, 
daB die Eigenfluoreszenz des Zellinhaltes von Lilium candidum und Lilium 
tigrinum auf dem Gehalt von Lezithinen beruht. Auch die Fahigkeit der 
Sterinoplasten, schon im reinen Wasser Myelinfiguren zu bilden, spricht 
dafiir, daB es sich zum GroBteil um Lezithin oder ein anderes Phospholipoid 
handelt. 
Akridinorange: 

Die Epidermiszellen der Zwiebelschuppen von Liliwm candidum und 
Lilium tigrinum besitzen einen vollen Zellsaft, der, mit Akridinorange ge- 
farbt, im Neutralen und schwach Alkalischen und sogar bei pH 2 griin 
fluoresziert. Es handelt sich also um volle Zellsaifte. Das Innere der Sterino- 
plasten erscheint gelbgriin bis orange, die Mantelschicht dagegen hellgelb. 
Mit verdiinnter Ammoniaklésung entfarben sich die Zellsafte nicht (vgl. 
S. 746). 

Rhodamin: 

Der Zellsaft speichert den lipophilen Farbstoff in goldgelber Farbe, 

Myelinfiguren leuchten fast rot, auch die Spharokristalle, die aus den 


Sterinoplasten haufig gebildet werden, fluoreszieren goldgelb. 


Pyronin: 

Bei pH 7 leuchtet der Zellsaft der Epidermiszellen der Zwiebelschuppen 
von Lilium candidum und Lilium tigrinum goldgelb, die Sterinoplasten 
zeigen eine kraftig gelbe Fluoreszenz. Erst bei pH 10,3 tritt die fiir Lipoide 
charakteristische ultramarinblaue Fluoreszenz auf. Der zentrale Teil und 
der periphere sind schwer unterscheidbar. Nach Boerner (1952) fluores- 
ziert Lezithin bei pH 7 gelb, bei pH 8 griinlich, bei pH tiber 9 und mehr 
ultramarinblau. Es sind offenbar sowohl die hydrophilen wie auch die 
lipophilen Gruppen fiir die Farbstoffspeicherung bestimmend. 


Coriphosphin: 


Die Zellsifte speichern diesen Farbstoff in gelbgriiner Fluoreszenz, die 
Sterinoplasten und auch die Lipoidkugeln, die im Plasma der Epidermiszellen 
sehr haufig auftreten, fluoreszieren von pH 2 bis pH 12 gelb bis gelborange. 
Der Hof der Sterinoplasten bleibt dunkel; dies ist zu erwarten, da er aus 
Proteinen besteht. 

Kaliumfluoreszein: 


Mit diesem Fluorochrom ist nur eine schwache Fluoreszenz zu erzielen. 
Auch hier sind Mantel und zentraler Teil nicht unterscheidbar. 
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Eosin: 


Mit dem gleichfalls anodischen Farbstoff Eosin fluoresziert der innere 
Teil der Sterinoplasten satt dottergelb, der auBere heller gelb. 


Schiffsches Aldehydreagens: 


In diesem Reagens tritt ohne vorherige Fixierung eine vakuolige De- 
generation ein, wobei viele Kugeln im Zellsaft eine blauviolette Farbe an- 
nehmen. Lat man gleichzeitig mit dem Reagens Sublimat auf die Epi- 
dermis einwirken, so findet eine blauviolette Anfairbung des Zellsaftes statt. 


3. Besprechung 


Leere und volle Zellsafte lassen sich nach Héfler (1947) auf Grund ihres 
Verhaltens gegeniiber dem Vitalfarbstoff Akridinorange unterscheiden. 
Volle Zellsifte speichern ihn auf dem Wege chemischer Affinitaét zu griiner 
Fluoreszenz, die auch im sauren Bereich bestindig ist; leere Zellsaifte da- 
gegen fluoreszieren rot, und zwar nur oberhalb eines bestimmten pH, bei 
dem der Farbstoff in molekularer Form vorliegt. 

Die Fahigkeit, das Fluorochrom Akridinorange chemisch zu binden, ist 
nicht auf eine bestimmte Stoffgruppe allein beschrinkt. Die Ursache des 
»vollen‘’ Charakters des Vakuoleninhaltes kann entweder mit seinem 
Lipoidreichtum zusammenhangen (H6fler 1947) oder mit einem Gehalt 
an gelésten Phloroglucotannoiden (Hartel 1951). Drawert (1940) und 
Héfler (1949a) ziehen organische (aliphatische) Saéiuren und salzartige 
Bindungen als Ursache der Speicherung in Betracht; schlieBlich scheinen 
auch Flavonglukoside eine Rolle spielen zu kénnen, so daf auch daran ge- 
dacht werden muB, da nicht ein bestimmter Stoff selbst, sondern eher ein 
bestimmter Plasmazustand, der durch verschiedene Ursachen aufrecht- 
erhalten werden kann, fiir den ,,vollen‘‘ Charakter mabgeblich sein kénnte 
(Hartel 1953). 

Sowohl die Zellsifte der Epidermiszellen von Vanilla planifolia und 
Vanilla Pompona als auch die Zwiebelepidermis von Liliwm candidum und 
Lilium tigrinum besitzen einen solchen ausgesprochen ,,vollen‘‘ Charakter. 
Die Fluorochromierung mit Akridinorange ist selbst gegen starkes Ammo- 
niak recht bestindig, die dabei eintretende Abnahme der Fluoreszenz- 
helligkeit ist nach Auswaschen des Ammoniaks reversibel (vgl. 8S. 746), 
die Zelle kann dann zur gleichen leuchtenden Griinfluoreszenz wie vor der 
NH,-Behandlung fluorochromiert werden, ein Hinweis darauf, daB der 
Verteilungszustand der Plasmakolloide fiir die Speicherung maBgebend 
sein kénnte. 

Die Ursache des ,,vollen‘‘ Zellsaftes der in dieser Arbeit untersuchten 
Pflanzen sind wohl sicher Lipoide. Ein Beweis hiefiir ist bei Liliwm das 
haufige Auftreten der Myelinfiguren im Zellsaft und bei Vanilla der positive 
Ausfall der von Molisch (1891) in die pflanzliche Cytochemie eingefiihrten 
Verseifungsreaktion mit einem Gemisch von NaOH + NH. Im Zellsaft 
von Lilium candidum und Lilium tigrinum sind jedenfalls lezithinartige 
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ospholipoide vorhanden; da er auch die Schiffsche Aldehydreaktion gibt 
(Violettfairbung!), so ist an das Auftreten von Acetalphosphatiden zu denken. 

Es ist bemerkenswert, daB die Sterinoplasten nicht in jedem Entwick- 
lungsstadium vorhanden sind. So findet man sie z. B. nicht, wenn die 
Pflanze bliiht, und in den Zwiebelschuppen sind sie nur selten zu sehen. 
Es wire denkbar, daB der Zellsaft, wenn er tibersattigt ist, solche Gebilde 
ausscheidet. Eine gewisse Ahnlichkeit ihres zellphysiologischen Verhaltens 
zeigen die Epidermiszellen der Liliwm-Arten mit denen von Monotropa 
Hypopitis, die gleichfalls sehr lipoidreich sind. Nach Biedermann (1920) 
enthalten die Zellen dieser Pyrolaceae reichlich lezithinartige Substanz. Er 
nimmt an, daB der gesamte Zellinhalt aus einem ,,Lipoplasma“ besteht und 
nicht wie bei anderen Zellen einen zentralen Zellsaftraum besitzt. Hartel, 
Kenda und Weber (1950) stellte dagegen fest, daB das Cytoplasma dieser 
Zellen riumlich sehr reduziert ist und daB es die voluminése zentrale Va- 
kuole ist, die aus einer auffallend zaihen lipoiden Substanz besteht. 

Stark lichtbrechende Korper, die den Sterinoplasten von Liliwm gleichen, 
fand Gautheret (1934) in den Zellen der Wurzeln junger Gerstenkeim- 
linge, die er in Zuckerlésung gezogen und dem Licht ausgesetzt hatte. 

Die Elaioplasten von Vanilla koénnen solange als plastidenaihnliche Ge- 
bilde im Sinne von Kiister (1951) aufgefaBt werden, solange nicht etwa 
weitere entwicklungsgeschichtliche Studien neue Gesichtspunkte ergeben. 
Diese auBerst merkwiirdigen Gebilde treten bei Vanilla meist nur in Einzahl 
in der Zelle auf, dies spricht allerdings nicht fiir eine Vergleichbarkeit mit 
den Plastiden, wenn man nicht annehmen will, daB in Systrophe zusammen- 
geballte junge Leukoplasten zu einem einzigen Elaioplasten degeneriert 
sind. Da die Elaioplasten immer gemeinsam mit vollkommen intakten 
Plastiden (Leukoplasten) vorkommen, kann der Ansicht Faulls (1935), daB 
es sich bei den Elaioplasten von Vanilla vielleicht um Degenerationspro- 
dukte handelt, nicht zugestimmt werden. Auch die Annahme Zimmer- 
manns (1893), es konnte die Bildung der Elaioplasten mit einem parasiti- 
schen Pilz zusammenhangen, trifft kaum zu, denn es finden sich nirgends 
Hyphenreste eines endoparasitischen Pilzes. Es ist sicher, daB die unter 
dem Namen Elaioplasten beschriebenen Inhaltsk6rper, ganz abgesehen von 
den als Elaio-Chloroplasten und Elaio-Leukoplasten bezeichneten Gebilden, 
die verschiedensten Dinge zusammengefaBt werden. Nur fiir einige Liliaceen 
wurde die Entwicklungsgeschichte der Elaioplasten von Raciborski (1893) 
genau studiert. Es fehlen analoge Untersuchungen an anderen Elaioplasten- 
pflanzen. 

Die Sterinoplasten im Sinne von Mirande (1923) fiihren diese Bezeich- 
nung nicht mit Recht, und zwar aus folgenden Griinden: 1. Sie befinden sich 
in der Vakuole und nicht wie Plastiden im Cytoplasma. 2. Sie vermehren 
sich nicht durch Teilung und 3. sie bilden auch keine Sterine. 


4. Zusammenfassung 


1. Es wurden die Elaioplasten von Vanilla planifolia und Vanilla Pompona 
sowie die Sterinoplasten von Liliwm-Arten fluoreszenzoptisch untersucht. 
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2. Die Elaioplasten fairben sich mit dem Schiffschen Reagens rotviolett, 
was als Hinweis auf Acetalphosphatide angesehen wird. Auch das Ver- 
halten gegeniiber Fluorochromen beweist das Vorliegen von Lipoiden in 
den Elaioplasten und auch im Zellsaft. 


3. In den Korollblittern von Lilium Kaempferi wurden Elaio-Leuko- 
plasten nachgewiesen. 


4. Die Sterinoplasten liegen im Zellsaft, was besonders bei Plasmolyse 
deutlich wird. Sie fiihren die Bezeichnung ,,Sterinoplasten“* zu Unrecht, 
da sie nicht im Cytoplasma liegen und keine Sterine enthalten, sondern aus 
Lipoiden bzw. Acetalphosphatiden bestehen, die Myelinfiguren geben. 


5. Der ,,volle‘‘ Charakter des Vakuoleninhaltes, sowohl der Elaioplasten 
als auch der Sterinoplasten fiihrenden Zellen, beruht auf ihrem Gehalt an 
Lipoiden. 
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Proteinspindeln und anomale Zellwandbildung in der 
Epidermis viruskranker Impatiens Holstii-Pflanzen 
Von 
Irmtraud Thaler 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 
Mit 9 Textabbildungen 


(Eingelangt am 14. Januar 1956) 


In der Blattepidermis von Impatiens Holstii kommen Eiwei8spindeln 
vor. ,,Ks zeigt sich jedoch, daB sich keineswegs in allen Exemplaren dieser 
Pflanze EiweiBspindeln auffinden lassen. Die negativen Befunde sprechen 


Abb. 1. Impatiens Holstii. Durch Bla- Abb. 2. Epidermis der Blattunter- 
sen und Narben deformiertes Laub- seite von Impatiens Holstii, SchlieB- 
blatt. zellen mit Spindeln. 


vielleicht dafiir, daB Impatiens Holstii nicht generell Eiwei8spindeln be- 
sitzt, sondern nur Pflanzen, die Virustriger sind‘ (Weber 1953, 191). 

Im Versuchsgarten des Pflanzenphysiologischen Instituts wurde eine 
Anzahl Pflanzen von Impatiens Holstii gezogen. Eine davon war ungewohn- 


48* 
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lich reich verzweigt, so daB die ganze Pflanze einen buschigen Wuchs besaB. 
Die Blatter waren klein, vielfach miBgestaltet, dicker als die gesund aus- 
sehender Pflanzen, stark runzelig, mit Blasen und Narben bedeckt (Abb. 1). 
Alle diese Merkmale kommen bei manchen viruskranken Pflanzen vor, z. B. 
bei Dahlien (Kéhler und Klinkowski 1954, 691). Wahrend in der Blatt- 
epidermis gesund aussehender Impatiens Holstii-Pflanzen die Eiweif- 
spindeln, wenn iiberhaupt welche vorhanden sind, nur ganz vereinzelt auftre- 
ten, zeigt sich die Blattepidermis der krank aussehenden Pflanze mit Protein- 
spindeln geradezu iibersit. 
Sogar in den SchlieBzellen 
und den Oberhautzellen, 
tiber den Blattnerven waren 
ab und zu Spindeln vorhan- 
den, also dort, wo sie sonst 
immer fehlen (Abb. 2). 
Die Blattepidermis der 
kranken Pflanzen fiel nicht 
allein durch den Besitz zahl- 
reicher EKiwei8spindeln auf, 
sondern auch durch eigen- 
artige Membranleisten, die 
an verschiedenen Stellen der 
Zellwand auftreten (Abb. 3). 
Auch in der Stengelepider- 
mis sind sie zu sehen. Sol- 
che Membranleisten haben 
Kenda und Weber (1953), 
Milicié (1954) und Ame- 
lun xen (1956) an viruskran- 
ken Cacteen beobachtet. 
Miliéié deutet diese Mem- 
branleisten als Folge von 
Zellteilungsanomalien, da er 
Abb. 3. Epidermis des Blattes von Impatiens Holstii in jedem Zellteil einen Zell- 
mit Membranleisten. kern nachgewiesen hat. Fiir 
die Membranleisten von Im- 
patiens Holstii scheint diese Deutung keine allgemeine Giltigkeit zu haben, 
weil von den einzelnen Zellabschnitten nicht jeder einen Kern besitzt. Es ist 
hier sehr wahrscheinlich, daB es sich um eine nachtragliche Perforation von 
Membranen handelt, so daB zwischen zwei benachbarten Zellen eine offene 
Verbindung eintritt. Allerdings miBten auch im Falle einer nachtriglichen 
Perforation zwei Kerne nachweisbar sein, wenn nicht einer zugrunde geht. 
Durch diese Perforationen kénnen Kalziumoxalatkristalle in die benachbarte 
Zelle iibertreten (Abb. 4a). Es liegen hier einheitliche Symplasten vor, wie 
es durch Plasmolyse besonders deutlich sichtbar wird (Abb. 4b). Ahnliche 
Membranleisten hat Mie he (1901) bei Regenerationsvorgangen an der Epider- 
mis von T'radescantia virginica beschrieben. Er weist dabei darauf hin, daB 
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die Zellkerne sich haufig an die Stelle des Membranwachstums hinbegeben. 
Auch bei den Membranleisten von Impatiens Holstii findet man die Kerne 
haiufig in Kontakt mit der perforierten Wand. Bei lingerer Beobachtung 
dieser Zellen zeigt es sich, daB die Zellkerne stindig ihre Lage in der Zelle 
verindern. Eine feste Beziehung zwischen Zellkernlage und der Membran- 
leistenbildung oder Wandperforation ist nicht anzu- 
nehmen. In den subepidermalen Zellen fallen haufig 
sehr stark vakuolisierte Riesenkerne auf, die fast drei 
Viertel des Zellumens ausfiillen (Abb. 5). Es handelt 
sich um eindeutige Zellkerne, da sie die Feulgensche 
Nuklealreaktion geben. Méglicherweise handelt es sich 
um einen hochgradigen Polyploidiegrad. Ahnliche 
Kerne beschreibt Milovidov (1949) in den wiederholt 
ausgetrockneten Wurzeln von Vicia Faba. 

Weiters fallt in der Epidermis eine groBe Zahl von 
degenerierten Spaltdffnungsapparaten auf (Abb. 6). 














Abb. 5. Sub- 
epidermale 
Zelle des 
Stengels von 
Impatiens 
Abb. 4. a Epidermiszellen mit Kalziumoxalatnadeln. Durch Holstii mit 
die Perforation treten Kalziumoxalatkristalle in die Nachbar- Riesenzell- 
zellen. b Plasmolysierte Zelle; einheitliche Symplasten. kern. 


Vielfach sind die Spaltéffnungen schon im Stadium ihrer Ausbildung 
abgestorben, so da fast nur mehr unkenntliche Reste von ihnen 
vorhanden sind. In der Epidermis viruskranker Cacteen, z. B. Opuntia 
subulata, wurde das Auftreten nekrotischer Spaltoffnungsapparate 
immer wieder beobachtet. AuBerdem treten in der Epidermis des 
Blattstieles und auch in der SproBepidermis gelegentlich zystolithen- 
ihnliche Membranauswiichse auf (Abb. 7.) Ahnliche Bildungen haben 
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Weber und Kenda (1953) in der Epidermis viruskranker Rhipsalis-Pflan- 
zen beobachtet. Die ,,Zystolithen’’ von /mpatiens nehmen in Chlorzinkjod 
eine gelbe, mit Rutheniumrot und Safranin eine rote Farbung an. Behand- 
lung mit Salzsiure andert ihre Struktur nicht, sie waren also nicht kalk- 
haltig wie viele Zystolithen anderer Pflanzen. Die Holzreaktionen verliefen 
negativ. Mit Sudan III farben sich noch sehr kleine ,,Zystolithen™ rosa. 
Im polarisierten Licht sind diese Protuberanzen schwach, der Stiel ziemlich 
stark doppelbrechend. Legt man Schnitte in eine durch Ammoniakzusatz 
alkalisch gemachte Anilinblaulésung, so leuchten die ,,Zystolithen‘‘ im 
Fluoreszenzmikroskop in einer gelben Farbe auf. Nach Currier und 
Strugger (1956) zeigt die Kallose ein derartiges Verhalten. Nach den 


Abb. 6. Epidermis der Blattunterseite mit degenerierten Spalt6ffnungsapparaten. 


Reaktionen zu schlieBen, bestehen diese Gebilde in der Hauptsache aus 
Pektinstoffen und Kallose. Ob diese zystolithenahnlichen Gebilde als Folge 
der Viruskrankheit entstehen, ist fraglich, sie wurden jedenfalls in gesunden 
Pflanzen nicht gefunden. 

Zum Vergleich mit der Anatomie der krank aussehenden Blatter wurden 
Blatter von gesund aussehenden Jmpatiens Holstii-Pflanzen untersucht. 
Diese Pflanzen stammten aus verschiedenen Grazer Gartnereien. In ihrer 
Epidermis wurden weder EiweiSspindeln noch abnormale Membranleisten- 
bildungen beobachtet. Auch die Spalt6ffnungsapparate waren durchaus 
normal. 

Kine der krank aussehenden Pflanzen wurde ausgegraben, um auch die 
Wurzeln untersuchen zu kénnen. Dabei zeigten besonders die Seitenwurzeln 
viele Knéllchen. Zunachst wurde daran gedacht, da diese durch Virus 





Proteinspindeln und anomale Zellwandbildung in der Epidermis 759 


hervorgerufen worden sein, da sie den bei Virusbefall entstandenen 
Wurzelknéllchen von Melilotus albus glichen (Black 1951). Im Wurzel- 
querschnitt konnten verschiedene Entwicklungsstadien von Heterodera 
marioni festgestellt werden. Die von dieser Nematode gebildete Wurzel- 
galle ist seit langem bekannt und oft studiert. Sie kommen an den ver- 
schiedensten Pflanzen vor (Nemec 1910). Es war demnach daran zu 
denken, da8B die Stoffwechselstérung, die durch diesen Parasiten offenbar 


| 
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Abb. 7. Stengelepidermis von Impatiens Holstii mit zystolithenéhnlichen 
Membranauswiichsen. 


entsteht, das kranke Aussehen der Pflanze verursacht. Diese Médglich- 
keit mu aber ausgeschlossen werden, denn die besonders krank aus- 
sehende und spindelreiche Impatiens-Pflanze wies keine Heterodera-Wurzel- 
gallen auf und im Wurzelgewebe waren auch keine Entwicklungsstadien 
dieser Nematode zu finden. Es kann also nicht angenommen werden, dab 
das kranke Aussehen der Pflanze sowie ihr Spindelreichtum durch den 
Heterodera-Befall der Wurzel verursacht wird. 
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Um festzustellen, ob die Faihigkeit, Eiwei8spindeln zu bilden, von einer 
spindelhaltigen Pflanze auf eine 
spindelfreie tibertragen werden 
kann, wurde versucht, spindel- 
haltige Sprosse auf spindelfreie 
zu pfropfen. Unterlage und 
Pfropfreis verwuchsen nicht. 
Dieses starb nach kurzer Zeit 
ab. Trotzdem konntenach unge- 
fihr achtzehn Tagen eine Uber- 
tragung festgestellt werden. In 
den Epidermiszellen war auf- 
fallend starke Protoplasmastr6- 
mung zu beobachten; es treten 
x-bodies und vereinzelt auch 
Abb. 8. Stengelepidermiszelle 18 Tage nach der schon Spindeln auf (Abb. 8 und 
Infektion; x-body und Spindel. 9 a). Abb. 9 b zeigt eine plas- 
molysierte Zelle, in der der 

EinschluBkérper durch Wasserabgabe sein Volumen verringert hat. Man 
kann also annehmen, da das im Gewebesaft spindelhaltiger Pflanzen 











Abb. 9. Blattepidermiszelle von Impatiens Holstii mit EinschluBkérper. a vor der 
Plasmolyse; b plasmolysiert; EinschluBk6rper kleiner geworden. 


befindliche Agens das Entstehen von EiweiSspindeln in dem vorher 
spindelfreien Pfropfpartner zur Folge hat. 
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Falls nun die EiweiBspindeln bei Impatiens Holstii sich infolge einer 
Virusinfektion gebildet haben, so wire es naheliegend anzunehmen, dab 
auch die KiweiBspindeln, die bei anderen Jmpatiens-Arten auftreten, ,, Virus- 
spindeln“ sind. Fiir die Proteinfaserbiindel, die regelmaBig in der Frucht- 
knotenwand von Impatiens Sultani vorkommen (Amadei 1898, Kiister 
1951), halt Weber (1953) diese Moglichkeit fiir unwahrscheinlich. Es zeigt 
sich also wieder, daB die Frage: ,,Sind alle Pflanzen mit EiweiSspindeln 
Virustraiger?‘‘ noch keineswegs beantwortet ist. 


Zusammenfassung 


In Pflanzen von Impatiens Holstii, die durch ihren stark verzweigten 
Wuchs sowie durch deformierte Blatter ein krankes Aussehen aufwiesen, 
traten in den Blattepidermiszellen auffallend zahlreiche EiweiBspindeln auf. 
Die Oberhautzellen waren auBerdem durch die Bildung von Membran- 
leisten und zystolithenahnlichen Membranvorsprungsbildungen ausge- 
zeichnet. In manchen subepidermalen Zellen des Stengels waren die Zell- 
kerne ungewéhnlich groB. Der Verdacht, das diese Pflanzen viruskrank 
waren, fand seine Bestiatigung: Wurden Zweige der kranken Pflanzen auf 
gesunde Unterlagen gepfropft, so traten in der Unterlage x-K6rper und 
EiweiBspindeln auf, die vorher nicht vorhanden waren. 
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Uber Plasmalemmabildung nach plasmolytischen Versuchen 


Von 


Karl Umrath 
Aus dem Zoologischen Institut der Universitit Graz 


Mit 5 Textabbildungen 


( Eingelangt am 31. Mai 1955) 


Heilbrunn (1928, 1952) hat gezeigt, daB aus einer verletzten Zelle aus- 
flieBendes Protoplasma sich durch eine mikroskopisch sichtbare Membran 
von der umgebenden Lésung abgrenzt, wenn diese Ca-lonen in geniigender 
Konzentration enthalt. Heilbrunn halt die Erscheinung. die er als ,,sur- 
face precipitation reaction“ bezeichnet, fiir eine Art von Koagulation. Er 
hat sie vor allem an tierischen Zellen untersucht, doch liegen auch Beob- 
achtungen an Pflanzenzellen vor, unter anderem von Linsbauer an Proto- 
plasmatropfen aus Chara-Zellen. Die Protoplasmatropfen aus Chara-Zellen 
grenzen sich allerdings auch in Ca-freien Losungen gegen diese ab und, wie 
Umrath (1935) gezeigt hat, auch in kaliumoxalathaltigen Lésungen, in 
denen Ca-lonen gefallt wiirden; sie bilden in diesen Lésungen aber nicht 
die mikroskopisch erkennbaren Koagulationsmembranen. 

Weber (1932, 1934) ist durch Plasmolyseversuche bei Vorbehandlung 
mit Kaliumoxalat oder mit Zusatz von diesem zu der Auffassung gekom- 
men, da das Plasmalemma bei der Plasmolysc Schiaden erleidet, die nur bei 
Vorhandensein von Ca repariert werden kénnen. 

Ich (Umrath 1932) habe gefunden, daB sich in Pflanzenzellen einge- 
stochene Mikroelektroden nach einiger Zeit so verhalten, als ob sich in ihren 
bzw. um ihre Spitzen selektiv ionenpermeable Membranen bilden wiirden, 
die auch nach dem Herausziehen der Elektrodenspitzen aus den Zellen an 
dem elektrischen Verhalten der Elektroden in Salzlésungen zu erkennen 
sind. Es hat sich in Versuchen an Nitella-Zellen bei der Fillung der Elek- 
troden mit verschiedenen Lésungen gezeigt, daB die Bildung der selektiv 
permeablen Membran durch Ca-[onen, vor allem aber auch durch Ca-fal- 
lende Anionen geférdert wird. Dies fiihrte mich zu der Vorstellung, daB in 
die Grenzschicht eingelagerte, kolloidale Niederschlage von Ca-Salzen deren 
Semipermeabilitat bedingen, ahnlich wie es der Ferrozyankupfernieder- 
schlag in der Traubeschen Zelle tut. Der Ca-Niederschlag kann sich dabei 
entweder aus von auBen kommenden Ca-Ionen und Ca-fallenden Anionen 
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aus dem Protoplasma bilden oder aus Ca-Ionen aus dem Protoplasma und 


Ca-fallenden Anionen von auBen. 


Wenn bei der Plasmolyse das alte Plasmalemma Schaden leidet, so ist 


dieSemipermeabilitat der 
neu entstehenden Grenz- 
schichte von groBter Be- 
deutung. Eine zusiatzliche 
, Surface precipitation re- 
action’ mag durch eine 
Art von Koagulation die 
neu entstehende Grenz- 
schicht verfestigen und 
so den groBen Einflub 
der Ca-Ionen im Aufen- 
medium bei der Plasmo- 
lyse bedingen. Trotzdem 
in letzter Zeit die Plasmo- 
lysierbarkeit vieler Ob- 
jekte mit Ca-fallenden 
Salzen festgestellt wurde, 





; : S - a ‘ 
sind meine Ergebnisse Abb. 1. Spirogyra majuscula. Plasmolyse 
bisher von den Plasmo- Kaliumoxalat. Vergr. 150fach. 


lyseforschern wenig be- 


achtet worden, vielleicht weil die Schliisse aus elektrischen Spannungs- 
messungen auf die Existenz semipermeabler Membranen und auf die Art 


Abb. 2. Spirogyra majuscula. Nach begonnener Plas- 

molyse abgestorbene Zellen in einer Mischung von 

1 Teil '/, mol Kaliumoxalat und 9 Teilen % mol 
Kaliumchlorid. Vergr. 150fach. 


ihrer selektiven Permea- 
bilitat dafiir zu kompli- 
ziert sind. 

Ich habe mich deshalb 
entschlossen, die Frage 
durch plasmolytischeVer- 
suche weiter zu klaren. 
Die Méglichkeit der Plas- 
molyse mit Ca-fallenden 
Salzen ist durch Versuche 
von Umrath (1933) an 
Kierstockeiern von Bufo 
fiir tierische Zellen und 
durch Héfler (1951 und 
1953) fiir verschiedene 
pflanzliche Zellen bewie- 
sen. Wenn dabei eine 
Niederschlagsbildung mit 


Ca-lonen aus dem Protoplasma wesentlich ist, etwa eine Fallung von Kal- 
ziumoxalat bei Plasmolyse mit Kaliumoxalat, so sollte bei Zusatz einer 
kleinen Menge von Kaliumoxalat zu einer groBen Menge von osmotisch 
gleich wirksamem Kaliumchlorid die Plasmolyse mit dem Gemisch gegen- 
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iiber der in jeder der beiden reinen Losungen erschwert sein. Es wird nim- 
lich der geringe Oxalatzusatz das Ca auBerhalb der Zelle fallen, so daB es 
an der Plasmalemmabildung nicht mehr mitwirken kann wie sonst bei 
Plasmolyse mit Kaliumchlorid, und das Ca aus dem Protoplasma findet in 
der Mischung weniger Ca-fallende Oxalationen als in der reinen Kalium- 
oxalatlésung. 

Ich habe zunichst die Oberepidermis von Zwiebelschuppen von Alliwm 
cepa untersucht. Sowohl in ?/; mol Kaliumchlorid als auch in dem etwa 
gleich hypertonischen 1 mol Kaliumoxalat blieb die Konkavplasmolyse 
lange erhalten, waihrend eine Mischung von 5 Teilen des Kaliumchlorids 
und 1 Teil des Kaliumoxalates nur anfanglich zu Konkavplasmolyse fiihrte, 
die, wenn die Zellen nicht vorher abstarben, bald in Konvexplasmolyse iiber- 
ging. Die Unterschiede waren etwa 25 Minuten nach Zusatz der Plasmo- 





Abb. 3. Spirogyra majuscula. Nach 8 Minuten Vorbehandlung in !/,, mol Kalium- 
oxalat in '/,; mol Kaliumoxalat tibertragen; teils Plasmolysen, teils nach mehr oder 
weniger weit fortgeschrittener Plasmolyse abgestorbene Zellen. Vergr. 100fach. 


lytika sehr deutlich. Sie sprechen fiir eine erhGhte Permeabilitaét der Grenz- 
schicht und fiir Kaliumaufnahme in der Mischung. 

Ich habe weiter im Mai 1955 Versuche mit Spirogyra majuscula (Kiitzig) 
Czurda emend. ausgefiihrt. Die Alge stammte aus einem Freilandbecken 
des Instituts mit DurchfluB. Sie verhielt sich an verschiedenen Tagen etwas 
verschieden, vielleicht wegen verschiedener Temperatur und verschieden 
langem Aufenthalt im Zimmer. Immer ergab ¥% mol Kaliumchloridlésung 
Plasmolyse fast aller Zellen in gutem Zustand. Die ahnlich hypertonische 
1/; mol Kaliumoxalatlésung ergab mitunter Plasmolysen mit nahezu allen 
Zellen in gutem Zustand, mitunter war bei den langeren Zellen der erreichte 
Plasmolysegrad geringer, und diese Zellen starben dann nach einiger Zeit 
ab. In Mischungen beider Lésungen, die nur 10 oder 20° der Kaliumoxalat- 
lésung enthielten, war der Erfolg der Plasmolyse immer schlechter. Der 
Anteil der Zellen, die nur einen geringen Plasmolysegrad erreichten und 
dann abstarben, war gréfer als in der reinen Oxalatlésung, und in der 
Mischung zeigten oft auch kiirzere Zellen dieses Verhalten. Abb. 1 zeigt 
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Plasmolysen in Kaliumoxalat aus zwei Versuchen, Abb. 2 abgestorbene 
Zellen nach anfanglicher, geringgradiger Plasmolyse in einer Mischung von 
9 Teilen Kaliumchlorid und 1 Teil Kaliumoxalat. 


Se er i 
Abb. 4. Spirogyra majuscula. Nach 8 Minuten Vorbehandlung in !/,, mol Kaliumoxa- 
lat in % mol Kaliumchlorid iibertragen; nach Beginn der Plasmolyse abgestorbene 
Zellen. Vergr. 100fach. 


Abb. 5. Spirogyra majuscula. Plasmolysen in % mol Kaliumchlorid ohne Vorbe- 
handlung. Vergr. 100fach. 


Ich habe schlieBlich Spirogyra majuscula mit einer hypotonischen Lésung 
von !/,, mol Kaliumoxalat einige Minuten lang vorbehandelt und dann in 
verschiedenen Lésungen plasmolysiert. LImmer haben die vorbehandelten 
Zellen die Plasmolyse schlechter vertragen als nicht vorbehandelte. Die 
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Verschlechterung war aber bei 14 mol Kaliumchlorid und bei 1 mol Glukose 
als Plasmolytikum sehr viel groBer als bei !/; mol Kaliumoxalat, so daB nach 
der Vorbehandlung mit Oxalat die Plasmolyse mit Oxalat meist deutlich 
besser war als die mit den beiden anderen Plasmolytika. Dies war nach 
meiner Vorstellung zu erwarten, weil die Vorbehandlung mit Oxalat vor 
allem die Ca-Ionen auBerhalb der Zellen fallt, die bei Plasmolyse mit Kalium- 
chlorid oder mit Glukose einen Niederschlag mit Anionen aus dem Zell- 
inneren ergeben wiirden, wihrend die Ca-lonen im Protoplasma, die bei der 
Plasmolyse mit Kaliumoxalat einen Kalziumoxalatniederschlag bilden, viel 
weniger vermindert werden. Abb. 3 zeigt Plasmolysen in 1/,; mol Kalium- 
oxalat nach 8 Minuten Vorbehandlung mit '/,, mol Kaliumoxalat, Abb. 4 
Zellen, die nach derselben Vorbehandlung in 1% mol Kaliumchlorid abge- 
storben sind, und Abb. 5 zeigt zum Vergleich ohne Vorbehandlung Plas- 
molysen in % mol Kaliumchlorid; Plasmolysen in !/; mol Kaliumoxalat, 
allerdings von einem anderen Versuchstag, sind in Abb. 1 wiedergegeben. 

Man kann sich fragen, wieso kurze Zellen, die nach der Zellteilung noch 
kein Streckungswachstum erfahren haben, mitunter nach Oxalatvorbehand- 
lung Plasmolyse in Kaliumchlorid vertragen. Ich neige zu der Annahme, 
daB diese Zellen im Protoplasma Ca-lonen und Anionen, die mit jenen einen 
Niederschlag bilden kénnen, in solchen Konzentrationen enthalten, daB im 
Inneren des Protoplasmas noch kein Niederschlag entsteht, wohl aber an 
schadhaften Stellen des Plasmalemmas, wo Protoplasma an wiisserige AuBen- 
lésung grenzt. 

Nach dem hier Mitgeteilten ist wohl anzunehmen, daB bei den von 
Héfler (1953) mit Na,CO, ausgefiihrten Plasmolysen an Spirogyra CaCO,- 
Niederschlige bei der Wiederherstellung des plasmolytisch geschidigten 
Plasmalemmas ahnlich wirken wie Kalziumoxalatniederschlige bei Plasmo- 
lysen mit Kaliumoxalat. Bei Desmidiaceen fand Héfler (1951) neben einer 
hohen Sodaresistenz eine noch bessere Plasmolysierbarkeit durch Kalium- 
oxalat. Héfler glaubt, daB diese Algen ein besonders dichtes Plasmalemma 
haben, bei dem Ca keine entscheidende Rolle spielt. Ich neige eher zu der 
Annahme, da diese Zellen ein Ca-reiches Protoplasma haben, so daf bei 
der Plasmolyse leicht CaCO,- und Kalziumoxalatniederschlige entstehen. 
Von den Gipskristallchen in den Endvakuolen mancher Desmidiaceen 
mochte ich eher annehmen, da sie Kalkreserven dieser in meist kalkarmem 
Moorwasser wachsenden Pflanzen sind, als daB sie dort ausgeschieden und 
dem Stoffwechsel entriickt sind, wie Héfler (1951) meint. 


Zusammenfassung 


Ich habe schon seinerzeit aus der Membranbildung an in Nitella- 
Zellen eingestochenen Elektroden, die mit verschiedenen Salzlésungen ge- 
fiillt waren, geschlossen, daB bei der Plasmalemmabildung die Entstehung 
eines Niederschlages wesentlich ist, die sowohl durch Ca-Ionen aus dem 
AuBenmedium und Ca-fillende Anionen aus dem Protoplasma als auch 
durch Ca-Ionen aus dem Protoplasma und Ca-fallende Anionen (Oxalat, 
Karbonat) aus dem AuBenmedium bedingt sein kann. Folgende plasmo- 
lytische Versuche stiitzen diese Auffassung. 
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1. Von vielen Zellen wird die Plasmolyse in Kaliumoxalat ertragen, so 
auch von denen der Oberepidermis der Zwiebelschuppen von Alliwm und 
von denen von Spirogyra majuscula. Von den beiden genannten Zellen wird 
die Plasmolyse in einem Gemisch von Kaliumchlorid und wenig Kalium- 
oxalat schlechter ertragen als in den beiden reinen Lésungen. Das wenige 
Oxalat in der Mischung fallt einerseits die Ca-Ionen in der AuBenlésung und 
ist andererseits weniger konzentriert als das in der reinen Oxalatlésung, so 
daB es zur Bildung eines Niederschlages mit den Ca-Ionen aus dem Proto- 
plasma weniger geeignet ist. 

2. Bei Spirogyra majuscula verschlechtert eine Vorbehandlung mit hypo- 
tonischer Kaliumoxalatlésung eine nachfolgende Plasmolyse in Kalium- 
chlorid- oder in Glukoselésung weit mehr als eine in Kaliumoxalatlésung, 
weil die Ca-Ionen im AuBenmedium durch die Vorbebandlung weit mehr 
vermindert werden als die im Protoplasma. 

Herrn Dozenten Wilhelm Réssler danke ich fiir die Freundlichkeit der 
Bestimmung der Spirogyra majuscula (Kiitzing) Czurda emend. 
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Uber Schwermetall-, zumal Kupferresistenz einiger Moose* 


Von 
Walter Url 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien 
Mit 16 Textabbildungen 


(Eingelangt am 17, Dezember 1955) 


Einleitung 


Der Priifung der Resistenzeigenschaften pflanzlicher Plasmen gegeniiber 
Schwermetallsalzen hat die vergleichende Protoplasmatik in jiingerer Zeit 
erhdhtes Interesse entgegengebracht (Biebl 1947a, b, 1949, 1950a, b, 
Biebl und Rossi-Pillhofer 1954, Pribik 1947, Url 1955). Biebl unter- 
scheidet zwischen ,,6kologischen“ Resistenzen und ,,nicht umweltbezogenen 
konstitutionellen‘‘ Resistenzen. Okologische Resistenz ist dann gegeben, 
wenn Widerstandsfihigkeit gegen einen extremen Standortsfaktor besteht, 
sei es Hitze, Kalte, Strahlung usw. Die nicht umweltbezogenen kon- 
stitutionellen Resistenzen dagegen betreffen Einfliisse, die in der Natur nie 
oder nur in so geringer Starke auf die Pflanze einwirken, daB eine spezifische 
Anpassung nicht erfolgen kann (Bieb! 1947b). 

Das meiste vorliegende Erfahrungsmaterial iiber die Resistenz pflanz- 
licher Protoplasmen gegeniiber Schwermetallsalzen bezieht sich nun auf 
nicht umweltbezogene konstitutionelle Resistenzen, weil ja z. B. in Boden 
normalerweise nicht einmal annihernd die niedersten in den Resistenz- 
versuchen verwendeten Schwermetallkonzentrationen erreicht werden. 

Kine Exkursion des Pflanzenphysiologischen Instituts der Universitat 
Wien, welche unter Fiihrung von Prof. Karl Héfler vom 22. bis 25. Juli 1955 
in das GroBarltal (Salzburg, éstliche Hohe Tauern) fiihrte, gab mir die Még- 
lichkeit, Pflanzen fiir Resistenzversuche zu sammeln, die am natiirlichen 
Standort der Einwirkung héherer Schwermetallkonzentrationen ausgesetzt 
sind. Es handelt sich dabei um Moose vom bekannten Kupfermoosstandort 
in der Schwarzwand bei Hiittschlag. 

Die Schwarzwand selbst ist ein steiler, von kleineren Felsabbriichen 
unterbrochener, nordschauender Hang, der ringsum von Wald eingeschlos- 
sen ist. Das anstehende Gestein sind kristalline Schiefer, welche Kupfer- 


* Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zum 70. Geburtstag in Verehrung gewidmet. 
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erze enthalten. Vom ehemaligen Bergwerksbetrieb, der Mitte des 19. Jh.s 
erlosch, zeugen Stollen, die zumeist eingestiirzt sind. Aus ihnen oder direkt 
aus dem Fels entspringen im oberen Teil der Schwarzwand Quellen. Der 
Grund der von diesen Quellen gespeisten kleinen Wasserliufe zeigt einen 
blaulichen bis blaulichgriinen hellen Belag, der von in diesem Wasser ge- 
losten Metallsalzen stammt. Am Rande der Wasserlaufe, nahe dem Austritt 
der Quellen oder sogar vom Wasser iiberrieselt, wachst das beriihmte 
Kupfermoos Mielichhoferia elongata Hornsch. An kleinen benachbarten 
Felsabsaitzen fand sich Mielichhoferia nitida Hornsch., vergesellschaftet mit 
Marsupella emarginata (Ehrh.) Dum. Von den fiir die Resistenzversuche 
verwendeten Moosen stammten noch Alicularia scalaris (Schrad.) Corda 
(= Nardia scalaris), Calypogeia trichomanis (L.) Corda und Gymnocolea 
acutiloba (Kaal.) K. Miiller von der Schwarzwand. Alicularia scalaris be- 
deckt hier z. T. groBe Flichen, Calypogeia trichomanis fand sich als Decken- 
bewuchs eines alten Stollens etwa 1m vom Eingang entfernt. Gymnocolea 
acutiloba wuchs auf den Felsflichen und in der Nahe der Biachlein der 
Schwarzwand. In der Literatur (Miiller 1906—1911, S. 746; 1954, S. 710) 
wird es als Bewohner von Gesteinschutt von Kupferbergwerken angegeben. 
Miiller erwahnt es in der zweiten Auflage von der Schwarzwand; er er- 
wahnt auch, daB es oft mit Marsupella emarginata vergesellschaftet sei. 
Orientierende Versuche wurden mit einer Pohlia sp. angestellt, von welcher 
dicke Polster mitten in den Bachen der Schwarzwand wachsen. 

Der Kupfergehalt der Unterlage der untersuchten Schwarzwandmoose 
wurde ermittelt'. Dabei ergaben sich folgende, auf die Trockensubstanz 
bezogene Werte: Das verwitterte Schiefergestein, auf dem Mielichhoferia 
nitida mit Marsupella emarginata wuchs, hat einen sehr geringen Kupfer- 
gehalt. Er betragt weniger als 0,01%. Wesentlich gréBeren Kupfergehalt 
zeigte dagegen der eisenreiche Schlamm des Bachleins, welches dem alten 
Kupferstollen entsprang und auf welchem, vom Wasser iiberrieselt, die 
Pohlia-Art wuchs. Er enthalt 0,93°%4 Kupfer. Die schlammig-erdige Unter- 
lage vom Rande des Bachleins, auf der Mielichhoferia elongata wuchs, ent- 
halt 0,43° Kupfer. Der Kupfergehalt des zersetzten Gesteins, auf dem 
Alicularia scalaris wichst, betrigt 0,30%. Sehr wenig Kupfer enthalt hin- 
gegen die Unterlage von Gymnocolea acutiloba. Es fanden sich nur Spuren 
von Kupfer, weniger als 0,01°%. Gerade Gymnocolea acutiloba ist aber als eine 
Pflanze bekannt, die ausschlieBlich oder fast ausnahmslos auf kupferhaltigem 
Untergrund wichst. 

Samtliche untersuchten Proben enthalten enorme Mengen von Eisen. 
Der Schlamm im erwahnten Bachlein besteht z. B. fast nur aus Eisenoxyd. 
Das erwaihnt auch Limpricht (1895, 8. 213), der schreibt, daB& Mielich- 
hoferia elongata unter der Grube Schwarzwand ganze Strecken der dort auf- 
geschiitteten Halden bedeckt und einen aus der Grube herauskommenden, 
Eisenocker absetzenden Bach briickenartig iiberzieht. Was die beiden 


1 Die Kupfergehaltsbestimmungen wurden von Herrn cand. phil. Otto Slama am 
II. Chemischen Institut der Universitat Wien (Abt. Prof. Hecht) freundlich durch- 
gefiihrt. 
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Mielichhoferia-Arten betrifft, so sind diese nach den Literaturangaben keine 
reinen ,,Kupfermoose (wie etwa Gymnocolea acutiloba). Herzog (1926) 
sagt, daB bei Mielichhoferia elongata und M. nitida statt Kupfer auch Eisen 
in gréBerer Menge im Substrat vorhanden sein kann. 

Zum Vergleich wurde die Resistenz von Moosen anderer Standorte unter- 
sucht: Mnium Seligeri Jur. (= Mnium affine Bland. var. elatum) vom FuBe 
des Hackelsberges am Nordostufer des Neusiedlersees im Burgenland, Fis- 
sidens taxifolius (L.) Hedw. aus dem Wienerwald bei Neustift am Wald, 
Hookeria lucens (L.) Sm. und Calypogeia fissa (L.) Raddi aus Rekawinkel, 
25 km westlich von Wien, Mnium affine Bland. und Bryum capillare L. von 
einem Graben unweit des Sonntagberges in Niederésterreich (Voralpen, 
Flyschgebiet) sowie Madotheca platyphylla (L.) Dum., Mniwm cuspidatum 
Leyss., Mnium undulatum Weis. und Mniobryum albicans (Whbg.) Limpr. 
aus dem siidlichen Leithagebirge, von wo auch Funaria hygrometrica (L.) 
Sibth. stammte. 

Methodik 


Die fiir die Resistenzversuche verwendeten Schwermetallsalze wurden 
simtlich als Sulfate geboten, da die Wirkung des Sulfations als die am 
wenigsten schidliche bekannt ist (Kaho 1933). Folgende Praparate standen 
zur Verfiigung: 


MnSO, + 4 H,O p. a. Merck Mol.-Gew. = 223,05 
ZnSO, + 5 H,O p. a. Merck 287,55 
CuSO, + 5 H,O p. a. Riedel-de Haen 249,71 
Cr,(SO,), + 6 H,O Riedel-de Haen RS 500,62 
VOSO, + rd. 3,5 H,O Bayer, Leverkusen i ~ 226 


Es wurden nie einzelne Blattchen, sondern immer ganze Stammchen des 
betreffenden Mooses in die Lésungen eingelegt, um das Resistenzverhalten 
jiingerer und Alterer Blattchen tiberpriifen zu kénnen. Bei den bisherigen 
Schwermetallresistenzuntersuchungen wurden die Losungen der Salze pro- 
zentig hergestellt, fiir die vorliegende Untersuchung verwendete ich aber 
molare Lésungen, um genauere Vergleiche méglich zu machen. Ausgangs- 
punkt bildet jeweils eine 0,05 molare Lésung, welche ganz ungefahr einer 
1% igen Losung der Stoffe entspricht (vgl. Tabelle bei Biebl und Rossi- 
Pillhofer 1954, S. 115). Die niederste verwendete Konzentration betrug 
5. 10~7 mol (entspricht ungefaihr 0,00001°%). Von konzentrierteren Lésun- 
gen wurden 0,1 molare (etwa 2%), 0,5 molare (etwa 10°) und 1,0 molare 
(etwa 20%) verwendet. Nur beim Chromsulfat betrug die starkste Kon- 
zentration 0,5 mol. Die Chromsulfatlésungen sind mit denen der anderen 
Salze jedoch nicht direkt vergleichbar, weil sie ja doppelt soviel Metall- 
atome enthalten. 

Die zu priifenden Moosstaémmechen wurden in 30-cm*-Opodeldok-Flasch- 
chen eingebracht, welche 10 cm* Lésung enthielten. Die Einwirkungsdauer 
der Lésungen betrug immer 48 Stunden. Diese Zeitspanne hat sich als vor- 


? Fur die Chromgehaltsbestimmung des Praparates bin ich Herrn Dr. H. Kinzel 
zu Dank verpflichtet. 
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teilhaft erwiesen, weil danach meist ein gewisser Gleichgewichtszustand er- 
reicht wird und die Schaidigungen annihernd konstant bleiben. Eine Ana- 
lyse des Absterbevorganges wurde nicht vorgenommen und bliebe nachzu- 
tragen. Als Lebensreaktion diente Plasmolyse in Traubenzucker-, Glyzerin- 
und KNO,-Lésungen. Als Kontrolle wurde jeweils ein Staémmchen in dest. 
Wasser gebracht. In allen Fallen zeigten die Kontrollen besten Lebens- 
zustand. 


Versuche 
a) Moose von der Schwarzwand 


Die ersten Resistenzversuche an Schwarzwandmoosen, welche am 23. und 
24. Juli 1955 gesammelt worden waren, wurden Anfang August im Wiener 
Institut durchgefiihrt. Im folgenden werden die Ergebnisse niher bespro- 
chen. Die Tabellen geben sie in tibersichtlicher Form wieder. Die Zeichen 
in den Tabellen bedeuten: + = alles tot, + = nur einzelne Zellen leben, 
(+) = bis 40% der Zellen leben, = = 40—70% der Zellen leben, (1) = 80 
bis 90% leben, 1 = alles lebt. (Pl) bedeutet, daB die Zellen in der hypertoni- 
schen Schwermetallkonzentration zuerst plasmolysiert wurden, dann aber 
abstarben, TP bedeutet, daB bei Einwirkung eines Plasmolytikums (Trau- 
benzucker, Glyzerin oder KNO,) Tonoplastenplasmolysen auftreten. 


Mielichhoferia nitida 
3. August, Kupfersulfat: Alle Zellen leben bis zu einer Konzentration 


von 5. 10-3 mol. Auch in 0,05 mol lebt noch fast alles, doch finden sich ver- 
einzelt getdtete Zellen. In 0,1 mol sind fast alle Zellen tot, nur einige wenige 


Zellen lassen sich in Glyzerin plasmolysieren. Die Chloroplasten dieser Zellen 
zeigen noch ihren frischgriinen Glanz, wahrend in den getéteten Zellen die 
Chloroplasten matt und granuliert aussehen. In 0,5 und 1,0 mol ist alles tot. 
Allerdings waren in diesen beiden (hypertonischen) Konzentrationen alle 
Zellen urspriinglich plasmolysiert, sind dann aber abgestorben. Die Méglich- 
keit, mit Schwermetallsalzen echte Plasmolysen zu erzielen, beschreibt schon 
Pringsheim (1925). 

Die Kupferresistenz von Mielichhoferia nitida ist also 
enorm hoch, weitaus hoéher als bei allen anderen bisher unter- 
suchten Pflanzen (vgl. die Zusammenstellung bei Url 1955, 8. 222). 

Die Pflanze wurde in Glasdosen in kiihlen Nordfenstern weiterkultiviert 
und am 10. und 26. Oktober neuerlich auf ihre Kupferresistenz untersucht. 
Am 10. Oktober ergab sich eine deutliche Grenze bei 5 . 10—* mol (~ 0,1%), 
am 26. Oktober lebten die Zellen wieder bis 0,05 mol. Die Resistenz anderte 
sich also kaum. 

Ist die groBe Widerstandsfahigkeit bei dieser Pflanze, die ja als ,,Kupfer- 
moos‘ bekannt ist, nun Ausdruck einer ,,6kologischen“ Resistenz? Um 
an diese Frage heranzutreten, ist zunaichst die vergleichende Betrachtung 
des Resistenzverhaltens anderer Moose wichtig. In der Besprechung wird 
auf diese Frage zuriickzukommen sein. 

Betrachten wir zunachst die Resistenz von Mielichhoferia nitida gegen- 
iiber anderen Schwermetallen. Zwei Versuche beziehen sich auf Chrom- 
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sulfat. Am 3. August ergab sich eine deutliche Grenze bei 5. 10—* mol, 
am 10. Oktober eine solche bei 0,05 mol. In 0,5 mol waren in beiden Ver- 
suchen die Zellen plasmolysiert gewesen, aber abgestorben. 

Vanadylsulfat (5. August): Eine scharfe Resistenzgrenze zeigt sich bei 
0,1 mol. In 0,5 und 1,0 mol waren die Zellen im plasmolysierten Zustand 
abgestorben. Die Resistenz erstreckt sich hier iiber den gesamten hypoto- 
nischen Bereich. 

Wenig Besonderes boten Versuche mit Mangansulfat und Zinksulfat 
(5. August). In allen Konzentrationen bis zur héchsten von 1,0 mol zeigten 
die Zellen besten Lebenszustand. In den hohen Konzentrationen war per- 
fekte Plasmolyse eingetreten. Deplasmolyse war mdglich, auch nachfol- 
gende abermalige Plasmolyse. 

Die von mir auf ihre Resistenz gegen Zink und Mangan untersuchten 
Moose blieben mit einer Ausnahme samtlich in allen verwendeten Kon- 
zentrationen am Leben. Bei Mangansulfat waren dies Mielichhoferia nitida, 
Alicularia scalaris und Pohlia sp., bei Zinksulfat Mielichhoferia nitida, 
Mielichhoferia elongata, Marsupella emarginata, Madotheca platyphylla, 
Mnium cuspidatum, Mnium affine, Mnium Seligert und Alicularia scalaris. 
Nur Mnium undulatum zeigte in 0,5 mol ZnSO, etwa 50% tote Zellen und 
war in 1,0 mol ganz abgestorben. Auch Biebl (1947a) beobachtete hohe 
Zinkresistenz bei den Lebermoosen Alicularia scalaris, Leyidoza reptans 
und T'richocolea tomentella, die durchwegs nach 2—5 Tagen noch in einer 
3%igen Zinksulfatlosung lebten. Es ist das eine Resistenz, wie sie bei 
Bliitenpflanzen wohl nie vorkommt. 


Mielichhoferia elongata 


Auch diese Art zeigt eine enorm hohe Kupferresistenz. Die Re- 
sistenzschwelle liegt sogar noch hoher als bei Mielichhoferia nitida. 

In der Versuchsreihe vom 5. August lebten die Zellen bis 0,1 mol CuSQ,. 
In 0,5 mol waren noch einzelne lebend und plasmolysiert. Am 8. August, 
in einer weiteren Versuchsreihe, lebten sogar in 0,5 mol fast alle Zellen. 
In 1,0 mol Kupfersulfat waren in beiden Reihen die Zellen plasmolysiert 
gewesen, aber abgestorben. Die tiberlebenden Zellen lieBen sich in allen 
Konzentrationsstufen mit 1,4 mol Glyzerin bestens plasmolysieren. Abb. 1 
zeigt ein Stiick eines Blattchens von Mielichhoferia elongata. Das Blaittchen 
lag 48 Stunden in 0,05 mol Kupfersulfat und wurde dann mit 1,4 mol Gly- 
zerin plasmolysiert. Da es bei der Préparation zerrissen wurde, sind die 
am Rand liegenden Zellen abgestorben. Alle anderen leben jedoch. 

Nach Weiterkultur waren die Stammchen im feuchten Raum der Glas- 
dosen stark gewachsen und iiberverlangert. Solches Material wurde am 
26. Oktober erneut geprift. Die Resistenz war jetzt leicht vermindert, 
aber immer noch sehr hoch. Bester Lebenszustand war bis 5. 10—* mol 
(= 0,1%) Kupfersulfat zu beobachten. In 0,05 mol lebte nur wenig, aber 
auch in 0,1 mol waren noch einzelne Zellen plasmolysierbar. 

Mielichhoferia elongata besitzt von allen gepriiften Moosen die héchste 
Chromresistenz. In drei Versuchsreihen (3., 8. und 10. August) blieben 
die Zellen in allen Konzentrationen am Leben. In 0,5 mol Chromsulfat 
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war nach 48 Stunden beste Plasmolyse zu beobachten (Abb. 2), Deplas- 
molyse war moglich. 

Die Resistenz gegen VOSO, liegt bei Mielichhoferia elongata auf gleicher 
Hohe wie bei M. nitida, sie erstreckt sich iiber den ganzen hypotonischen 
Bereich bis 0,1 mol. 


Marsupella emarginata 
Dieses kleine Lebermoos — im Zentralalpengebiet verbreitet und haufig 
und nicht an Kupferbéden gebunden — fand sich in der Schwarzwand ver- 


gesellschaftet mit Mielichhoferia nitida. Sein Resistenzverhalten erwies sich 
aber als sehr abweichend. 


Abb. 1. Mielichhoferia elongata, 48 Stunden in 0,05 mol Kupfersulfat, plasmolysiert 
in 1,4 mol Glyzerin. Immersion 90x, Planokular 8x, Abbildungsma8stab 287: 1, 
nachtraglich vergr6Bert auf 574:1. 


Abb. 2. Mielichhoferia elongata, 48 Stunden in 0,5 mol Chromsulfat plasmolysiert. 
Apo-Immersion 60 x , Planokular 8 x. Abbildungsma8stab 186:1, nachtraglich ver- 
groBert auf 446:1. 


Zunichst war die Kupferresistenz weitaus geringer. Am 3. August 
lebten die Zellen nur bis 5.10~—’ mol. Hier waren gute Plasmolysen zu 
erreichen, die Olkérper waren bestens erhalten. Schon in 5. 10—* mol aber 
war alles tot, die Protoplaste geschrumpft, die Chloroplasten verfarbt und 
degeneriert. Fast dasselbe Bild zeigte die Versuchsreihe vom 8. August. 
Eine weitere Versuchsreihe wurde am 10. Oktober an jetzt in der Moos- 
schale ausgewachsenen Exemplaren angestellt. Die Resistenz war iiber- 
raschenderweise wesentlich héher, noch in 5 . 10—* mol war alles am Leben. 
In 0,05 mol lebten noch einige Zellen des Stengels. 

Im Gegensatz dazu stand das Resistenzverhalten gegen Chromsulfat. 





776 W. Url 


Hier war das frische Material sehr resistent, die Zellen lebten noch in 
0,05 mol. Das weiterkultivierte Material dagegen war bei einem Versuch 
am 10. Oktober sehr empfindlich. Schon in 5. 10~—* mol lebten nur mehr 
30%—40% der Zellen, in 5.10—5 mol war alles tot. 

Sehr resistent ist Marsupella emarginata gegen Vanadium. Am 
5. August lebte es noch in 0,5 mol, lieB sich mit KNO,-Lésung plasmoly- 
sieren und wieder deplasmolysieren. Bei Versuchen nach iiber zwei Monaten, 
am 10. Oktober, hatte sich kaum etwas geaindert. In 0,1 mol lebte alles 
bestens, in 0,5 mol war fast alles tot, doch lebten an der Basis der Blittchen 
regelmaBig einige Zellen. 

ARCS Dig 7 aK : A 
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Abb. 3. Alicularia scalaris, 48 Stunden in 0,05 mol Chromsulfat. Achromat 30x , 
Planokular 8 x , AbbildungsmaBstab 98:1, nachtraglich vergréBert auf 235: 1. 
Abb. 4. Alicularia scalaris, 48 Stunden in 0,1 mol Kupfersulfat, dann in 1,4 mol 
Glyzerin plasmolysiert. Optik und MaBstab wie Abb. 2, nachtriaglich vergréBert auf 
446: 1. 


Alicularia scalaris 


An diesem im kristallinen Gebiet der Alpen haufigen Lebermoos, welches 
in der Schwarzwand groBe Flaichen bedeckt, trat in ausgepragter Weise 
eine Erscheinung auf, welche zuvor bei Desmidiaceen oft beobachtet worden 
war (Url 1955). AuBer in ZnSO,, wo die Zellen in allen Konzentrationen 
leben, zeigen sich iiberall deutliche ,,Todeszonen“. Diese Erscheinung 
beobachtete zuerst [ljin (1935). Er fand bei Versuchen mit verschieden 
konzentrierten Salzlésungen (NaCl, KCl), daB das Absterben zuerst im 
mittleren Konzentrationsbereich beginnt. In ganz schwachen und wieder 
in den starken hypertonischen Lésungen bleiben die Zellen am Leben. 
Biebl und Rossi-Pillhofer (1954, 8. 130) fanden solche Todeszonen bei 
Resistenzversuchen mit Mangensulfat, im Gegensatz zu I1jin lag die Todes- 
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zone hier aber zu tief im hypotonischen Bereich. Der obere Konzentrations- 
bereich, in welchem die Zellen wieder lebten, setzte also schon bei hypotoni- 
schen Lésungen ein. Ahnliche Verhaltnisse waren auch bei den Desmidia- 
ceen gegeben. Bei den hier untersuchten Moosen fanden sich beim Kupfer-, 
Chrom- und Vanadylsulfat Todeszonen, und zwar in beiden Auspraigungen. 
Wiahrend beim Kupfer- und Vanadylsulfat der obere Lebensbereich noch 
in hypotonische Konzentrationen reichte, war dieser beim Chrom zumeist 
an die hypertonische Konzentration von 0,5 mol gebunden. 

Betrachten wir nun die Resistenzverhiltnisse bei Alicularia scalaris. 
Kupfersulfat (5. August): In 5.10~—7 und 5. 10—® mol ist alles bestens 
plasmolysierbar, die Olkérper und Chloroplasten zeigen normales Aussehen. 
In 5 . 10-5 mol ist fast alles tot, nur einzelne Zellen plasmolysieren krampfig. 
Die Olkérper in diesen sind stark gequollen. In den héheren Konzentra- 
tionen bis 0,05 mol ist alles tot. Die Todesbilder sind verschieden. Abb. 3 
zeigt eine Partie eines Blattchens aus 0,05 mol Kupfersulfat. Die Olkérper 
sind bis auf geringe Reste verschwunden, die Protoplaste teils geschrumpft, 
teils fixiert mit verklebten und verfarbten Chloroplasten. 

In 0,1 mol andert sich das Bild mit einem Schlag. Die Olkérper — teils 
gequollen — sind vorhanden, die Chloroplasten zeigen frische griine Farbe 
und in 1,4 mol Glyzerin tritt konkav-buchtige Plasmolyse ein (Abb. 4). 
Auch in 0,5 mol Kupfersulfat zeigt sich ein ahnliches Bild. In 1,0 mol je- 
doch sind alle Zellen abgestorben. Sie sind im plasmolysierten Zustand 
abgestorben und fixiert. 

Ein fast analoges Bild zeigte ein zweiter Versuch am 8. August. In 
5.10-7 mol zeigen die Zellen allerbesten Lebenszustand. Schon in 
5 . 10—® mol jedoch sind keine normalen Plasmolysen mehr zu erzielen. Die 
Chloroplasten haben ihren Glanz verloren, und bei Zusatz von KNO,- oder 
Glyzerinlésungen treten Tonoplastenplasmolysen auf. In 5 . 10—° mol gibt 
es dann nur mehr ganz vereinzelt Tonoplasten. 

In den héheren Konzentrationen bis 0,05 mol ist alles tot, die Olkérper 
sind verschwunden. Wieder beobachtet man in 0,1 mol plétzlich viele 
lebende Zellen. In Glyzerin tritt konkave Plasmolyse ein. Dasselbe Bild 
bietet sich in 0,5 mol. In 1,0 mol CuSO, ist fast alles tot, doch an der Basis 
der Blattchen zeigen einzelne Zellen normale Plasmolysen! Deplasmolyse 
und abermalige Plasmolyse mit Glyzerin war hier méglich. Ein tiberraschen- 
des Ergebnis brachte ein dritter Versuch am 15. Oktober an weiterkulti- 
viertem Material. In allen Konzentrationen wurden die Zellen getétet. In 
1,0 mol CuS,0 waren die Zellen plasmolysiert gewesen, aber abgestorben. 
Das ist um so auffallender, als sich an Stémmchen desselben Polsters die 
Resistenz gegeniiber Vanadyl- und Chromsulfat kaum gedandert zeigte. 

Chromsulfat: Hier zeigt Alicularia eine ausgepragte Todeszonenbildung. 
Der obere Lebensbereich ist an die hypertonische Konzentration von 
0,5 mol gebunden, mit Ausnahme der ersten Versuchsreihe vom 5. August, 
wo auch in 0,05 mol alles lebte. Abb. 5 zeigt einen Teil eines Blattchens von 
Alicularia scalaris, welche 48 Stunden lang in 0,5 mol Chromsulfat plas- 
molysiert ist. Die Randzellen sind hier abgestorben, die iibrigen Blattchen- 
zellen leben aber. Die Olkérper sind etwas gequollen. In den abgestorbenen 
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Abb. 5. Alicularia scalaris, 48 Stunden in 0,5 mol Chromsulfat plasmolysiert. Optik 
und MaBstab wie Abb. 3, nachtraglich vergr6éBert auf 238:1. 

Abb. 6. Alicularia scalaris, 48 Stunden in 0,05 mol Chromsulfat. Tonoplastenplasmo- 
lysen in 1,0 mol Glyzerin. Abbildung und MaBstab wie Abb. 2, nachtriaglich vergréBert 
auf 446:1. 

Abb. 7. Alicularia scalaris in 5 . 10—6 mol Vanadylsulfat. Achromat 40 x , Planokular 
8x. AbbildungsmaBstab 129:1, nachtraglich vergréBert auf 313:1. 

Abb. 8. Gymnocolea acutiloba, 48 Stunden in 0,5 mol Chromsulfat plasmolysiert. 
Optik und Ma&stab wie Abb. 7, nachtriglich: vergréBert auf 300:1. 
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Zellen sind die Olkérper verschwunden. Dieses Blittchen wurde gewihlt, 
um lebende und tote Zellen nebeneinander zeigen zu kénnen. Zu allermeist 
aber leben simtliche Zellen der Blattchen. 

Auffallend und durchweg zu beobachten ist bei Alicularia die Tono- 
plastenbildung in der Todeszone. Als charakteristisch sei hier die Versuchs- 
reihe vom 13. Oktober beschrieben. In 5 . 10—7 mol lebt alles. Die Olkérper 
haben ihre normale Gestalt, mit Glyzerin ist beste Plasmolyse zu erzielen. 
Schon nach Einwirkung von in 5. 10~—* mol aber bewirkt 1,0 mol Glyzerin 
keine normalen Plasmolysen mehr. Fast alle Zellen zeigen typische primire 
Tonoplastenplasmolysen, ein Bild, das in allen Konzentrationen bis hinauf 
zu 0,1 mol gleichbleibt. Abb. 6 zeigt Zellen aus 0,05 mol Chromsulfat. In 
1,0 mol Glyzerin sind Tonoplastenplasmolysen eingetreten. Auffallend ist 
die Lage der Olkérper. Diese liegen augenscheinlich im Zellsaft, denn sie 
werden vom isolierten Tonoplasten umgeben. Auf die Frage der Lage der 
Olkorper in der Zelle soll hier nicht niher eingegangen werden. Man ver- 
gleiche jedoch dazu die Ausfiihrungen in Miillers Lebermoosflora (1951). 
Wahrscheinlich liegen ja die Olkérper normalerweise nicht im Zellsaft, 
sondern im Plasma. Hier bei Alicularia sind die groBen Olkérper vermutlich 
sekundir aus mechanischen Griinden aus dem Plasmawandbelag in den 
Zellsaftraum verlagert worden. In 0,5 mol Chromsulfat sind alle Zellen 
am Leben und zeigen perfekte Plasmolyse. 

Vanadylsulfat. Auch hier treten deutliche Todeszonen auf, im Gegen- 
satz zum Chromversuch reicht aber die Resistenz nicht in den hypertoni- 
schen Bereich. Eine typische Versuchsreihe sei beschrieben (8. August): 
In 5. 10~7 mol sind schon viele Zellen tot. (In zwei anderen Versuchsreihen 
vom 5. August und 13. Oktober lebt in dieser Konzentration tiberhaupt 
nichts, die Todeszone liegt hier wohl noch tiefer im hypotonischen Bereich.) 
In 5. 10~6 mol ist alles tot, die Chloroplasten sind typisch blau verfarbt, 
wie dies bei Vanadiumversuchen immer wieder zu beobachten ist (Abb. 7). 
Die Olkérper sind verschwunden. Dieses Bild findet sich bis herauf zu 
5.10-* mol. In 5. 10~—* mol bietet sich plotzlich ein ganz anderes Bild. 
Etwa 50% der Zellen leben, keinerlei blaue Verfarbung der Chloroplasten 
ist zu beobachten. Auch in 0,05 mol ist noch vieles tot, doch in 0,1 mol 
leben alle Zellen und plasmolysieren — wenn auch konkav —, in Glyzerin- 
lésung gebracht, aufs beste. 


Gymnocolea acutiloba 


Auch dieses Lebermoos, als Kupferbéden bewohnend bekannt (vgl. 
S. 769), stammt von der Schwarzwand. Das Resistenzverhalten gegeniiber 
Chromsulfat war ahnlich dem von Alicularia scalaris. In zwei Versuchs- 
reihen (8. August und 10. August) zeigte sich folgendes Bild: Schon in 
5 . 10-7 mol war vieles tot.. Es lebten etwa 40% der Zellen, besonders aber 
der Randteil der Blaittchen. In 5. 10—® mol ist fast alles tot, nur etwa 10% 
der Zellen lassen sich plasmolysieren. In 5. 10~—° und 5. 10~+* mol bleibt 
nichts am Leben. Ein vollig anderes Bild zeigen die Blattchen aus 
5. 10-8 mol. Hier leben alle Zellen! Die Olkérper und Plastiden besitzen 
durchaus normales Aussehen. Ein gleiches Bild zeigen die Zellen aus 0,05 
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und 0,5 mol. In der letzten — hypertonischen — Konzentration sind die 
Zellen perfekt plasmolysiert (Abb. 8), lassen sich deplasmolysieren und mit 
1,0 mol Glyzerin wieder plasmolysieren. 

Nach Weiterkultur der Moose in Glasdosen andert sich das Resistenz- 
verhalten etwas. Zwei Versuchsreihen vom 10. und 13. Oktober zeigten 
das gleiche Bild: In 5. 10~* mol lebt alles (im Gegensatz zum Versuch im 
August, wo schon in dieser Konzentration Schadigung zu beobachten war). 
In 5. 10-6 mol ist alles tot, die Olkérper sind degeneriert und geschrumpft, 
die Chloroplasten verfirbt und granuliert. Dasselbe Bild bietet sich in 
5.10-5 mol. Hier leben aber einzelne Zellen der allerjiingsten Blattchen 
und in den jiingeren Blattchen ganz wenige Zellen an der Basis. Auch im 
Konzentrationsbereich von 5.10~* mol bis 0,1 mol ergab sich ahnliches 
Verhalten. In der hypertonischen Konzentration von 0,5 mol leben wieder 
alle Zellen. Deplasmolyse mit reinem Wasser und abermalige Plasmolyse 
mit 1,4 mol Glyzerin ist méglich. Eines der Staémmchen, welches mit 
Wasser deplasmolysiert wurde, kam in eine Lésung von 2,0 mol Glyzerin. 
Diese itiberstarke Konzentration tétete wohl viele Blattchenzellen, die 
Zellen des Stimmchens lebten aber noch nach einer Stunde und lieBen 
sich dann noch einwandfrei deplasmolysieren, ohne dabei etwa zu 
platzen. Die Protoplaste halten also auch in mechanischer Hinsicht 
sehr viel aus. 

Die Chromversuche mit Gymnocolea zeigen also, wie bei Alicularia, daB 
nach Weiterkultur die Todeszone den gesamten hypotonischen Bereich, 
mit Ausnahme der schwichsten verwendeten Konzentration, umfaBt. 

Gegen Kupfersulfat zeigte auffallenderweise das frisch eingebrachte 
Gymnocolea-Material nur sehr geringe Resistenz. Nur in 5. 10~* mol lebte 
alles, in allen héheren Konzentrationen sterben alle Zellen ab. Die hyper- 
tonischen Konzentrationen (0,5 und 1,0 mol) hatten urspriinglich wieder 
Plasmolyse bewirkt. Uberlebende Zellen im oberen Konzentrationsbereich 
— wie bei Alicularia — waren hier also nicht zu finden. Weiterkultiviertes 
Material zeigte am 10. Oktober stark gestiegene Kupferresistenz, ein Ver- 
halten, das demjenigen von Marsupella emarginata ahnlich ist. Die Zellen 
lebten bis 5. 10—* mol und auch in 5. 10—* mol waren nur wenige abge- 
storben. Die Zellen aus 0,05 mol dagegen waren alle tot, die Olkérper ver- 
schwunden, die Chloroplasten verfarbt und degeneriert. Dasselbe Bild 
zeigten die Zellen aus den héheren Konzentrationen. Wieder waren in den 
hypertonischen Konzentrationen die Zellen plasmolysiert gewesen, dann 
aber abgestorben. 

Sehr hohe Resistenz besitzt Gymnocolea gegen Vanadylsulfat. In zwei 
Versuchsreihen vom 8. und 10. August lebten die Zellen bis 0,1 mol. Aber 
auch in 0,5 mol waren erst 20—30% abgestorben. Am 10. August lebten 
selbst in 1,0 mol VOSO, einzelne Zellen, und zwar besonders in den aller- 
jiingsten Blattchen und im Stammchen. 


Calypogeia trichomanis 


Dieses haufige, auch auBerhalb der Alpen weitverbreitete Lebermoos 
mit seinen charakteristischen blauen Olkérpern wurde in der Schwarzwand 
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als Deckenbewuchs eines Stollens, etwa 1m vom Eingang entfernt, ge- 
funden. In zwei Versuchsreihen am 17. Oktober und am 26. Oktober 
zeigten manche Zellen enorme Kupferresistenz. Die Versuchsreihe vom 
17. Oktober ergab folgendes: In 5. 10~7 bis 5 . 10—* mol CuSO, lebt alles. 
In 5.10-* mol war die auBerste SproBspitze abgestorben, desgleichen in 
5. 10-% mol. Jetzt folgte eine deutlichere Schwelle. In 0,05 mol ist naimlich 
der obere Stimmchenteil véllig abgestorben, die Blattchenzellen im unteren 
Stammchenteil zeigen dagegen bei Zusatz von 1,4 mol Glyzerin zum Teil 
echte Plasmolysen, zum Teil auch Tonoplasten. Die manchmal erhalten 
gebliebenen Olkérper liegen hier aber im Gegensatz zu Alicularia auBerhalb 
des Tonoplasten. In 0,1 mol leben mehr Zellen als in 0,05 mol. Wieder ist 
zwar der obere Stémmchenteil véllig abgestorben, im unteren Teil erzielt 
1,4 mol Glyzerin aber manche gute Plasmolysen. Selbst in 0,5 mol CuSO, 
leben noch einige Zellen. In der Versuchsreihe vom 26. Oktober lebten sogar 
in der 1,0 molaren Kupfersulfatlésung einige der plasmolysierten Proto- 
plasten. Abb. 9 zeigt bei ImmersionsvergréBerung Blaittchenzellen von 
Calypogeia trichomanis, welche 48 Stunden in 1,0 mol CuSO, plasmolysiert 
waren. Man sieht neben toten Zellen die glatten Umrisse der lebenden 
Protoplaste, wobei in der einen lebenden Zelle die Olkérper besonders gut 
zu sehen sind. Deplasmolyse dieser Zellen war méglich. Abb. 10 zeigt tote 
Protoplaste aus 1,0 mol CuSQ,. Alle waren plasmolysiert, aber dann ab- 
gestorben. Deplasmolyse ist hier nicht méglich. 

Der Chromsulfatversuch (17. Oktober) zeigt eine breite Todeszone, die, 
auBer der niedersten Konzentration von 5. 10~7 mol, den gesamten hypo- 
tonischen Bereich umfaBt. Die Blattchenzellen aus 5 . 10—® mol zeigen in 
1,0 mol Glyzerin vielfach Tonoplastenplasmolysen. Wieder liegen die Ol- 
korper in diesem Falle auBerhalb der Tonoplasten. In 0,5 mol Chromsulfat 
lebt alles, bei vielen Zellen war zweimalige Deplasmolyse und Wieder- 
plasmolyse mit Glyzerin méglich. 

Der Vanadiumversuch zeigt im wesentlichen Leben im ganzen hypo- 
tonischen Bereich. Eine interessante Erscheinung, die in ahnlicher Form 
auch bei anderen Moosen und anderen Stoffen zu beobachten war, ist die, 
da8 in den niederen Konzentrationen (5. 10—7, 5. 10-® mol) die jiingsten 
obersten Blaittchen des Stammchens oft geschidigt oder teilweise abge- 
storben sind. In den mittleren Konzentrationen lebt dann alles, wihrend 
in den héheren Konzentrationen, etwa 0,1 mol VOSO,, sich Schadigungen 
an den unteren Blattchen zeigen. Noch deutlicher wird diese Erscheinung 
in 0,5 mol, wo sonst alles abgestorben ist. Hier iiberleben die allerjiingsten 
Blattchen. Selbst in 1,0 mol VOSO, sind einzelne Zellen dieser Blaittchen 
plasmolysiert. In solchen Zellen zeigen die Chloroplasten ihre normale 
griine Farbe und die Olkérper sind erhalten. In den toten Zellen dagegen 
sind diese verschwunden und die Chloroplasten blau verfarbt. 

Orientierende Versuche bezogen sich auf eine Pohlia sp., die direkt im 
Wasser des Bachleins wuchs, welches einem Kupferstollen entsprang. Die 
Resistenz dieser Pohlia-Art, die im sterilen Zustand kaum sicher bestimm- 
bar ist, reicht fiir Kupfersulfat bis zu 0,1 mol, fiir Chromsulfat bis 0,05 mol, 
wobei auch noch in 0,5 mol einige Zellen lebten. 
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Abb. 9. Calypogeia trichomanis, 48 Stunden in 1,0 mol Kupfersulfat. Optik und MaB- 
stab wie Abb. 1, nachtraglich vergr6Bert auf 689:1. 
Abb. 10. Calypogeia trichomanis, tote Zellen aus 1,0 mol Kupfersulfat. Optik und 
MaBstab wie Abb. 7, nachtraglich vergr6Bert auf 313:1. 

Abb. 11. Calypogeia fissa, 48 a in 5. 10—4 mol Chromsulfat, Tonoplastenplas- 
molysen in 1,0 mol Traubenzucker. Optik und Ma8stab wie Abb. 7, nachtraglich ver- 
groBert auf 310:1. 

Abb. 12. Calypogeia fissa, 48 Stunden in 0,5 mol Vanadylsulfat, tote und lebende 


Zellen nach einem Plasmolyseversuch mit 1,4 mol Glyzerin. Optik und MaBstab wie 
Abb. 7, nachtraglich vergréBert auf 317: 1. 
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b) Moose von anderen Standorten 
Mnium Seligeri 


Kupfersulfat: (14. Oktober) 5. 10-7 und 5. 10~* mol: Alle Zellen zei- 
gen besten Lebenszustand. 5. 10-5 mol: In den Blattchen finden sich ein- 
zelne Flecken toter Zellen. Die Randzellen der Blattchen sind simtlich ab- 
gestorben. 5. 10~* mol: fast alles tot. Chloroplasten braun verfiarbt, nur 
ganz vereinzelt ist mit 1,0 mol KNO, Plasmolyse méglich. 5 . 10—* mol bis 
1,0 mol: alles tot. In 0,5 mol und 1,0 mol waren die Zellen plasmolysiert 
gewesen, aber abgestorben. Die Randzellen zeigen allerdings keine Plas- 
molysespuren, sind also wohl primar getétet worden. 

Chromsulfat: In den beiden niedersten Konzentrationen lebt alles. Im 
iibrigen hypotonischen Bereich sind die Zellen abgestorben. In 0,5 mol 
zeigen alle Zellen beste Plasmolysen, es findet sich also wieder eine Todes- 
zone. 

Im Vanadylsulfat leben die Zellen bis 0,05 mol. 1,0 mol und 0,5 mol 
wirkten wieder plasmolysierend, die Zellen starben aber ab. Auch hier 
waren aber die Randzellen nicht plasmolysiert, wurden also wahrscheinlich 
schon beim Zutritt der Lésung getétet. Solche Resistenzunterschiede zwi- 
schen Saum- und Fliachenzellen beobachtete zuerst Biebl (1947b) an 
Mnium rostratum. 


Fissidens taxifolius 


Die Chrom- und Kupferresistenz ist der von Bliitenpflanzen vergleichbar. 
Gegen Vanadium ist das Moos allerdings wesentlich resistenter. In den 


hohen Konzentrationen finden sich hier keine Plasmolysespuren. 


Funaria hygrometrica 


Dieses Moos zeigt ahnliches Resistenzverhalten wie Fissidens taxifolius. 
In 0,5 mol CuSO, waren zuerst Plasmolysen eingetreten, die Zellen dann 
aber abgestorben. 1,0 mol Kupfersulfat tétete dagegen die Zellen wohl 
beim Zutritt, da keine Anzeichen einer anfanglichen Plasmolyse zu beob- 
achten waren. 


Calypogeia fissa 


Die Resistenz gegen Kupfersulfat reicht bis 5 . 10—° mol. Beide hyper- 
tonischen Konzentrationen hatten anfinglich Plasmolyse bewirkt. 

Im Chromsulfat zeigt sich eine Todeszone von 5 . 10~* mol bis 0,1 mol. 
Bei Zusatz von 1,0 mol Traubenzucker treten in der Todeszone Tono- 
plastenplasmolysen auf, wie sie Abb. 11 zeigt. Diese Zellen lagen 48 Stunden 
in 5.10~* mol Chromsulfat. Hinzuzufiigen ist, daB in 5.10~* mol, wo 
schon alle Blattzellen tot sind bzw. Tonoplastenplasmolysen ergeben, die 
Stémmchenzellen noch normal plasmolysieren. Erst in der nachsthéheren 
Konzentration sind auch sie abgestorben. 0,5 mol Chromsulfat bewirkt 
wieder beste Plasmolyse. Alle Zellen leben. 

Sehr hoch ist die Resistenz gegen Vanady|lsulfat. Sie reicht bis 0,1 mol. 
Noch in 0,5 mol leben aber viele Zellen. Abb. 12 zeigt einen Teil eines Blatt- 
chens aus 0,5 mol VOSO, nach Plasmolyse mit 1,4 mol Glyzerin. Deutlich 
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unterscheiden sich die lebenden, glattflachigen Protoplaste mit ihren hellen 
normalen Plastiden von den geschrumpften Protoplasten mit den granu- 
lierten, verfairbten Chloroplasten. 


Hookeria lucens 


Die Kupferresistenz ist gering. Sie reicht nur bis 5.10~—* mol. Die 
hypertonischen Konzentrationen (0,5 und 1,0 mol) hatten anfanglich Plas- 
molyse bewirkt. 

Im Chromsulfat leben die Zellen in 5. 10~7 mol und, stark plasmoly- 
siert, in 0,5 mol. Dazwischen ist alles tot. In 5.10—® und 5. 10—° mol 
treten beim Plasmolyseversuch mit KNO, einige Tonoplastenplasmolysen 
auf. 

AuBerst gering ist die Resistenz gegen Vanadylsulfat. Selbst in 
5 . 10~* mol leben nicht alle Zellen. In 1,0 mol war anfanglich starke Plas- 
molyse eingetreten. 


Madotheca platyphylla 


Die Resistenz gegen VOSO, reicht bis 0,05 mol, in welcher Konzentra- 
tion aber schon 40—50% der Zellen abgestorben sind. In 1,0 mol sind alle 
Zellen tot. 1,0 mol plasmolysierte die Zellen stark, sie starben jedoch ab. 

Chromsulfat tétet die Zellen ab 0,05 mol. Hatten die Chloroplasten und 
Olkérper in 5. 10-* mol noch ihr normales Aussehen, so sind sie in 0,05 mol 
braun verfarbt und die Olkérper sind verschwunden. In 0,5 mol zeigen sich 
keine Anzeichen anfanglicher Plasmolyse. Allerdings ist der osmotische 
Wert der Zellen sehr hoch. Nach Will-Richter (1949, S. 486) schwankt 
er zwischen 0,7 und 1,6 mol Traubenzucker. 

Interessant ist das Resistenzverhalten in Kupfersulfat. In 5. 10—7 mol 
lebt alles, schon in 5.10~—* mol jedoch sind die Protoplaste stark ge- 
schrumpft und die Olkérper verschwunden. Abb. 13 zeigt ein solches Bild, 
wie es sich bis 5. 10—? mol wiederfindet. In 0,05 mol und 0,1 mol haben 
die Zellen wieder ihr natiirliches Aussehen. Abb. 14 zeigt Zellen aus 
0,05 mol CuSO,. Deutlich sind die lebenden Zellen mit ihren vielen kleinen 
Olkérpern von den toten, etwas verfarhten und leicht geschrumpften zu 
unterscheiden. Wahrend in 0,5 mol etwa 60% der Zellen leben, sind in 
1,0 mol CuSO, alle tot und geschrumpft (oder zuerst plasmolysiert und dann 
abgestorben). 


Mniobryum albicans 


Kupfersulfat t6tet ab 5. 10-® mol. In den hypertonischen Konzentra- 
tionen finden sich keine Plasmolysespuren. Abb. 15 zeigt Zellen aus 
5.10~° mol CuSO,. Die Umrisse der geschrumpften Protoplasten sind 
gut erkennbar. 

Chromsulfat wirkt noch schadigender. In 5.10~7 und 5. 10~* mol 
treten beim Plasmolyseversuch Tonoplasten auf. 0,5 mol Chromsulfat plas- 
molysierte die Zellen, sie starben jedoch ab. 

Vanadylsulfat totet die Zellen ab einer Konzentration von 0,05 mol. 
In den hypertonischen Konzentrationen finden sich keine Plasmolyse- 
spuren. 
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Bryum capillare 


Im Chromsulfat leben die Zellen bis 5 . 10—> mol. In der nachsthéheren 
Konzentration treten beim Plasmolyseversuch durchweg Tonoplastenplas- 
molysen auf, waihrend in 5.10-% mol nur mehr wenige Tonoplasten zu 
beobachten sind. Die Blaittchen aus 0,05 mol zeigen noch ganz vereinzelte 
Tonoplasten, in 0,1 mol ist alles tot. 0,5 mol Chromsulfat tétete die meisten 
Zellen beim Zutritt, manche waren zuerst plasmolysiert, dann starben aber 
alle ab. 

Das Ergebnis des Kupfersulfat-Versuchs zeigt die Tabelle. 


Mnium undulatum 


Dieses Moos wurde nur in Kupfer-, Zink- und Vanadylsulfat untersucht. 
Als einziges der von mir untersuchten Moose war es gegen Zink innerhalb 
des gepriiften Konzentrationsbereiches nicht véllig resistent (vgl. 8S. 774). 

Kupfersulfat totet ab 5 . 10—* mol, wobei die Protoplasten schrumpfen 
und sich braunen. : 

Vanadylsulfat tétet die Zellen ab 0,05 mol. 


Mnium cuspidatum 


Im Kupfersulfat leben nur in 5. 10~7 mol alle Zellen. In 5. 10—* mol 
iiberleben noch etwa 10° der Zellen, dann ist alles tot. In 1,0 mol waren 
die Zellen anfanglich plasmolysiert gewesen. 

Chromsulfat: In 5.10~—‘ mol lebt alles, in 5.10—-® und 5. 10-5 mol 
sind etwa 20% der Zellen abgestorben. Jetzt ist eine deutliche Resistenz- 
schwelle zu beobachten, denn in 5 . 10—* mol leben nur mehr 10%, der Zellen. 
Aber auch in 5 . 10—* und 0,05 mol leben noch einige Zellen. Erst in 0,1 mol 
ist alles tot. 0,5 mol Chromsulfat bewirkte anfanglich Plasmolyse. 

Fiir Vanadylsulfat liegt die Resistenzgruppe bei 0,05 mol. 


Mnium affine 


Ein interessantes Bild zeigte hier der Kupferversuch. In 5. 10~7 und 
5.10~—® mol lebt alles. Die nichsthédhere Konzentration tétet 30° der 
Zellen. Jetzt folgt eine scharfe Grenze. In 5. 10~—* mol sind alle Zellen tot, 
ebenso in 5.10—-? mol. Die Zellen aus 0,05 mol sind aber nicht mehr alle 
tot. Die einzelnen lebenden Zellen unterscheiden sich deutlich von den 
toten, deren Plasma koaguliert und deren Chloroplasten verfarbt und gra- 
nuliert sind. Die lebenden Zellen plasmolysieren in 1,0 mol KNO, konkav- 
kleinbuchtig. Deplasmolyse ist méglich. In 0,1 mol CuSO, leben dann 
etwa 80% der Zellen. Auffallend ist wieder, da8 alle Randzellen getétet 
wurden. Auch in 0,5 mol Kupfersulfat leben noch 30% der Zellen. Abb. 16 
zeigt Blattzellen von Mnium affine aus 0,5 mol Kupfersulfat, plasmolysiert 
mit 1,0 mol KNO,. Deutlich ist wieder der Unterschied im Aussehen der 
Chloroplasten in lebenden und toten Zellen. Uberraschend ist, da8 in 
1,0 mol CuSO, sich keinerlei Plasmolysespuren finden. Die Zellen scheinen 
primar getotet. 

Der Versuch mit Chromsulfat ergibt ein ahnliches Bild, wie es bei 
Hookeria lucens, Mnium Seligert und Calypogeia fissa zu beobachten war. 

Protoplasma, Band XLVI/1—4 50 





Abb. 13. Madotheca platyphylla, 48 Stunden in 5.10—5 mol CuSO,, geschrumpfte, ab- 
gestorbene Protoplaste. Optik, MaBstab wie Abb. 7, nachtraglich vergr6Bert auf 313:1. 
Abb. 14. Madotheca platyphylla, 48 Stunden in 0,05 mol Kupfersulfat. Tote und 
lebende Zellen. Optik, MaBstab wie Abb. 2, nachtraglich vergr6Bert auf 461:1. 
Abb. 15. Mniobryum albicans, 48 Stunden in 5. 10—5 mol Kupfersulfat. Tote Zellen 
mit geschrumpften Protoplasten. Optik und MaBstab wie Abb. 2, nachtraglich ver- 
groBert auf 465:1. 
Abb. 16. Mnium affine, 48 Stunden in 0,5 mol Kupfersulfat. Tote und lebende Zellen 
nach Plasmolyseversuch mit 1,0 mol KNO;. Optik und MaBstab wie Abb. 3, nach- 
traglich vergréBert auf 245:1. 
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Alle Zellen leben in 5 . 10~* mol und dann wieder, plasmolysiert, in 0,5 mol. 
Dazwischen erstreckt sich die breite Todeszone ohne jede Lebensspur. 

Sehr hoch ist die Resistenz gegen Vanadium. Alle Zellen zei- 
gen bis 0,1 mol besten Lebenszustand. Selbst in 0,5 mol leben etwa 30% 
der Zellen, und zwar auffallenderweise immer eine Gruppe im unteren 
Drittel des Blattchens beiderseits der Mittelrippe. 1,0 mol VOSO, plas- 
molysierte alle Zellen, sie starben aber alle ab. 


Besprechung 


Wir kommen zunichst auf die Frage nach ,,dkologischen Resistenzen‘‘ 
gegen Kupfer zuriick. Der Schlamm am Ausgang des Stollens auf der 
Schwarzwand, auf dem Mielichhoferia elongata wuchs, enthalt 0,43° Kupfer 
in der Trockensubstanz. Das ist, verglichen mit dem Kupfergehalt von 
Garten- oder Ackererden, welche 0,06—0,08% CuO, oder von Muschelkalk- 
béden, welche 0,004°% CuO (nach Scharrer 1955) enthalten, sehr viel. 
Tatsichlich sehen wir, daB Mielichhoferia elongata sehr hohe Kupfer- 
resistenz besitzt. Sie reicht an frischem Material bis iiber 0,1 mol CuSQ,. 
Das entspricht etwa einer 2°%,igen Lésung. Die héchsten bisher beobachteten 
Resistenzen von Pflanzenzellen bewegen sich dagegen etwa um eine Kon- 
zentration von 0,001% (= 5. 10—> mol). Der Grenzwert fiir Mielichhoferia 
elongata liegt also ganz wesentlich héher als bei allen bisher untersuchten 
Pflanzen (vgl. die Zusammenstellung bei Url 1955). 

Madotheca platyphylla aus dem Leithagebirge und Mnium affine vom 
Sonntagberg in Niederésterreich, beides Moose von normalen Standorten, 
iiberleben aber sogar in noch héheren Kupfersulfatkonzentrationen, in denen 
sogar die resistentesten Kupfermoose von der Schwarzwand schon abster- 
ben. Allerdings treten sowohl bei Madotheca platyphylla als auch bei Mnium 
affine ,'Todeszonen“ auf, die Moose sterben also im mittleren Konzentra- 
tionsbereich ab. 

Heit das nun, daB es gar keine ,,6kologischen“ Resistenzen gegen Kupfer 
gibt und auch Moose normaler Standorte hohe Kupferresistenz besitzen 
k6nnen, also alle gefundenen Werte sich auf ,,nicht umweltbezogene kon- 
stitutionelle“ Resistenzen beziehen? 

Ehe man an diese Frage herangeht, empfiehlt es sich, die vermutlichen 
Ursachen der Schwermetallresistenz, insbesondere in Fallen hoher oder 
sogar hypertonischer Konzentrationen sowie beim Auftreten von Todes- 
zonen, naher ins Auge zu fassen. 

H6fler (1951, 8. 429) sagt zur Frage nach dem Wesen der Resistenz, dab 
Widerstandsfahigkeit gegen einen Stoff zweierlei Ursachen haben kann: 
Entweder es ist das Plasmalemma fiir ihn undurchlassig oder es ist das 
Plasma selbst resistent und wiedersteht ihm, obwohl er selbst ins Plasma 
eindringt. — Die Undurchlassigkeit des Plasmalemmas muf8 nicht von 
vornherein gegeben sein, schreiben Biebl und Rossi-Pillhofer (1954), 
sie kann daraus resultieren, daB sich auf der Oberfliche des Plasmas unter 
Einwirkung einer héheren Salzkonzentration eine ,,Schutzschicht“ bildet, 
welche ein Eindringen des Salzes in das Plasma verhindert. Die genannten 
Autoren verweisen dabei auf Kaho (1933), der der Ansicht ist, daB die 
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Schwermetalle bei der Beriihrung mit dem Plasma auf dessen Oberfliche 
eine Schutzschicht in Form einer irreversibel koagulierten Oberflichen- 
schicht erzeugen, welche dem Salz ein weiteres Eindringen ins Binnen- 
plasma verwehrt. Die Méglichkeit einer solchen Schutzschichtbildung ist 
aber erst ab einer gewissen hdheren Konzentration der Salze gegeben. Kaho 
selbst arbeitete mit zum Teil hypertonischen Schwermetallkonzentrationen 
von 0,2—0,3 mol. 

Biebl und Rossi-Pillhofer sagen, da in Fallen, wo Resistenzgrenzen 
bei niederen Konzentrationen liegen, die Stoffe auf jeden Fall ins Plasma 
eingedrungen sein werden, weil es ja kaum anzunehmen ist, da bei einer 
letalen Konzentration von z. B. 0,01%, bei welcher der Stoff also zweifellos 
ins Plasma gedrungen ist und dieses getdétet hat, das Plasmalemma einer 
Konzentration von 0,001%, in welcher die Zellen leben, den Eintritt ver- 
wehrt hat. 

Das Phinomen der Todeszonen hat Iljin (1935) entdeckt. Er sah bei 
Reihenversuchen mit NaCl und KCl, daB nach 48 Stunden die untersuchten 
Zellen von Reseda lutea im hypertonischen Bereich (also plasmolysiert) 
lebten, ebenso in den schwachen Konzentrationen unter 0,3 mol. Die mitt- 
leren Konzentrationen hatten die Zellen abgetétet. Von 27 von Iljin 
untersuchten Pflanzen hatten sich 21 nach diesem Schema verhalten. Bieb| 
und Rossi-Pillhofer beobachteten ein analoges Verhalten bei Versuchen 
mit Mangansulfat-Lésungsreihen. Auch sie fanden Todeszonen, nur be- 
gann der obere Lebensbereich schon in noch hypotonischen Lésungen. Die 
Moglichkeit einer ,,Abdichtung‘‘ des Plasmas durch eine Veranderung des 
Plasmalemmas (irreversibel koagulierte Oberflaichenschicht) ist also nicht 
erst beim plasmolytischen Eingriff gegeben, sondern kann nach den ge- 
nannten Autoren schon im hypotonischen Bereich auftreten. 

Von den auf ihre Schwermetallresistenz untersuchten Desmidiaceen 
hatten sich mehrere nach dem letzteren Schema verhalten, darunter Arten, 
deren Empfindlichkeit bekannt ist (Closteriwm lunula in MnSO,, Netrium 
digitus in Cr,(SO,)3). Immer wieder zeigt sich der mittlere Konzentrations- 
bereich als besonders kritisch, also jener Bereich, in welchem — bei Auf- 
treten von Todeszonen — die Konzentration der Substanz so hoch ist, daB 
sie das Binnenplasma schon tétet, aber noch zu niedrig ist, um mit dem 
Plasmalemma die erwahnte Schutzschicht zu bilden. 

Wie steht es aber bei Zellen, die im ganzen Konzentrationsbereich leben ? 
Fiir diesen Fall wurden schon an anderer Stelle (Url 1955) zwei Méglich- 
keiten diskutiert, nimlich daB entweder das Plasma nicht resistenter ist 
als dasjenige von Zellen, welche Todeszonen zeigen und nur der ,,Abdich- 
tungsmechanismus*~ schon in niedrigeren Konzentrationen wirkt, oder dab 
eben das Plasma auch gegen héhere Konzentrationen widerstandsfiahig ist ; 
wobei aber, wie erwihnt, fiir die hohen oder gar hypertonischen Konzen- 
trationen auf jeden Fall eine Abdichtung anzunehmen ist. Vielleicht ist 
bei solchen sehr resistenten Zellsorten mit einem gewissen Ineinandergreifen 
beider Komponenten zu rechnen. 

Die Schwermetallresistenzforschung, wie sie im letzten Jahrzehnt von 
Biebls Arbeiten ausging, beschaftigte sich im wesentlichen mit der eigent- 
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lichen plasmatischen Resistenz. Unter ,,resistent‘‘ war daher gemeint, daB 
das Plasma den eindringenden Stoffen gegeniiber resistent sei. Davon zu 
trennen ist aber die Resistenz, besser gesagt das Uberleben eines Proto- 
plasten in hochkonzentrierten oder gar hypertonischen Lésengen, welche 
beim Zutritt an das Plasmalemma die erwaihnte Schutzschicht erzeugen®. 
Resistent bedeutet hier, daB die Schutzschicht auf langere Zeitraume, hier 
also 48 Stunden, das Eindringen des Metallsalzes verhindert und der Proto- 
plast daher am Leben bleibt. Die Ergebnisse der vorliegenden Moos- 
versuche zeigen, dai die zwei Gegebenheiten — Resistenz des Binnen- 
plasmas bzw. Schutzschichtbildung im héheren Konzentrationsbereich — 
nicht gekoppelt auftreten miissen. Mielichhoferia nitida und Mielichhoferia 
elongata sind beide sehr kupferresistent, bei M. nitida sterben die Zellen 
in der hypertonischen Konzentration von 0,5 mol Chromsulfat ab, bei 
M. elongata jedoch nicht. Mnium affine zeigt ebenso wie Madotheca platy- 
phylla in Kupfersulfat einen oberen Lebensbereich; Mnium affine lebt in 
0,5 mol Chromsulfat, Madotheca nicht. Dafiir lebt Madotheca platyphylla 
bis in die relativ hohe Konzentration von 5.10—? mol, wahrend Mnium 
affine im unteren Lebensbereich nur bis 5. 10—7 mol lebt. Das letzte Bei- 
spiel ist besonders einpragsam, weil trotz der hohen Chromresistenz von 
Madotheca im mittleren Bereich die Zellen dieses Mooses in 0,5 mol Chrom- 
sulfat absterben, in einer Konzentration also, wo Zellen anderer Moose, die 
im mittleren Konzentrationsbereich wesentlich weniger Resistenz zeigen, 
besten Lebenszustand besitzen. 

Nach diesen Betrachtungen konnen wir zur Ausgangsfrage zuriickkehren : 
Ist die hohe Kupferresistenz der Moose von der Schwarzwand eine ,,6kolo- 
gische“‘ oder eine ,,nicht umweltbezogene konstitutionelle‘‘? 

Der hervorstechendste Zug am Resistenzverhalten dieser Kupfermoose 
ist nun der, da®B sie in den mittleren Konzentrationsbereichen am Leben 
bleiben, also in jenen, wo alle anderen untersuchten Pflanzenzellen getotet 
werden (um 5.10~—* bis 5.10-* mol). Auch die anderen Schwarzwand- 
moose, auch jene, welche sonst nicht an Kupferbéden gebunden sind, zeigen 
in den Oktoberversuchen hohe Kupferresistenz im kritischen mittleren 
Bereich. 

Wenn wir es nun in unserem Fall tatsichlich mit einer dkologischen 
Kupferresistenz zu tun haben, so zeigt sie sich jedenfalls nicht in der ab- 
soluten Hoéhe, sondern zumal darin, da8B im mittleren Konzentrations- 
bereich eine wirklich plasmatische Widerstandsfiahigkeit vorliegt. Wie 
gezeigt, ist ja in diesem Konzentrationsbereich eine Schutzschichtbildung 
kaum anzunehmen, wie wir aus dem Absterben aller anderen Plasmen 
schlieBen konnten. 

Weiter sei die Frage diskutiert: Bedingt die hohe Kupferresistenz, ins- 
besondere die der Mielichhoferien, auch eine hohe Resistenz gegen andere 
Schwermetalle? Uberblicken wir zunichst die Ergebnisse. 


3 Hier sei nochmals auf die Tatsache verwiesen, daB die meisten untersuchten 
Mooszellen in hypertonischen Lésungen der Schwermetallsalze plasmolysieren, wie 
dies auch fiir andere Pflanzenzellen schon lange bekannt ist (Pringsheim 1925). 
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Die auffallendste Erscheinung bei den Versuchen mit Chromsulfat ist 
die verbreitete Todeszonenbildung, wobei es besonders bemerkenswert ist, 
daB der obere Lebensbereich meist streng an die hypertonische Konzentra- 
tion gebunden ist. Die verbreitete Todeszonenbildung war schon bei den 
Desmidiaceen auffallend (Url 1955), doch waren damals leider keine hyper- 
tonischen Konzentrationen zur Untersuchung gelangt. Von 12 unter- 
suchten Desmidiaceenarten zeigten 5 Todeszonen, 2 Arten lebten in allen 
Konzentrationen. Da die héchste verwendete Konzentration 5%, d.i. 
rund 0,25 mol betrug, lag also der obere Lebensbereich bei den Arten mit 
Todeszonen noch im hypotonischen Bereich*. Das ist bei den untersuchten 
Moosen selten der Fall. Nur die frischen Exemplare von Alicularia scalaris 
und Gymnocolea acutiloba zeigten diese Erscheinung. Bei der Nachunter- 
suchung im Oktober war auch hier der obere Lebensbereich an die hyper- 
tonische Konzentration von 0,5 mol gebunden. Das entspricht den I]jin- 
schen Ergebnissen, auch er fand bei Todeszonenbildung Leben erst im 
hypertonischen Bereich. 

Auf jeden Fall tétet auch das Chromsulfat im mittleren Konzentrations- 
bereich die meisten untersuchten Moose, Desmidiaceen und Bliitenpflanzen. 
Auffallend ist bei den Moosen allerdings die Tatsache, dai beim Plasmolyse- 
versuch in diesem Bereich haufig Tonoplastenplasmolysen auftreten, und 
zwar ebenso in solchen Fallen, wo ein oberer Lebensbereich zu beobachten 
ist, also die Zellen im Reihenversuch in 0,5 mol wieder leben, als auch in 
solchen, wo dies nicht der Fall ist. Wie aus der Beschreibung der Versuche 
iibrigens zu ersehen ist, ist auch die Haufigkeit des Auftretens von Tono- 
plastenplasmolysen von der Konzentration abhangig, in der die Zellen ver- 
weilt haben. In den niedrigeren Konzentrationen iiberdauern wesentlich 
mehr Tonoplasten als in den hoheren, wo sie oft nur mehr vereinzelt zu beob- 
achten sind. 

Ks ist nun auffallend, daB die beiden gegen Kupfer so widerstandsfaihigen 
Mielichhoferia-Arten im Gegensatz zu fast allen anderen Arten auch im 
Chromsulfat im kritischen mittleren Bereich am Leben bleiben. In dieser 
Hinsicht zeigt sich also eine gewisse Parallelitat beziiglich der Resistenz 
gegen Kupfer- und Chromsulfat®. 

Was das Vanadylsulfat betrifft, zeigen sich aber keine analogen Er- 
scheinungen. Wohl sind die beiden Mielichhoferia-Arten auch gegen Va- 


* Auch Pribik (1947), die zahlreiche Bliitenpflanzen auf ihre Chromsulfatresistenz 
untersuchte, verwendete nur hypotonische Konzentrationen. Die héchste von ihr 
untersuchte Konzentration betrug 3%. Vielleicht gibt es aber auch bei Bliitenpflanzen 
Fille, wo in hypertonischen Chromsulfatlésungen ein oberer Lebensbereich méglich 
ist. Solche Untersuchungen waren nachzutragen. 

5 Schwanitz und Hahn (1954, S. 462) fanden, daB Toleranz gegen ein Schwer- 
metallsalz nicht mit einer allgemeinen Schwermetallresistenz verbunden sein muB. 
Sie fanden, daB z. B. Silene inflata von einer stark kupferhaltigen Bergwerkshalde 
keine gréBere Zinkresistenz aufwies als eine Sippe dieser Pflanze von normalen, nicht 
zinkhaltigen Boden. Dagegen besitzen die von ihnen untersuchten Sippen von Gal- 
meipflanzen wesentlich héhere Zinkresistenz als Sippen derselben Pflanze von nicht 
zinkhaltigen Béden. 
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nadium sehr resistent, doch finden sich auch andere Moose, die ahnliche 
Widerstandsfahigkeit besitzen. 

Uberhaupt ist gegeniiber dem oft ziemlich ahnlich gearteten Resistenz- 
verhalten gegen Kupfer- und Chromsulfat die Vanadiumresistenz sehr ver- 
schieden. Betrachten wir z. B. nur Mnium Seligeri und Hookeria lucens. 
Beide Arten zeigen geringe Kupferresistenz und gleiches Resistenzverhalten 
in Chromsulfat. Gegen Vanadylsulfat aber ist Mniwm Seligeri hoch, Hoo- 
keria lucens aber nur wenig resistent. Wenn es méglich ist, im Sinne der 
vergleichenden Protoplasmatik pflanzliche Protoplasmen durch ihre ,,Re- 
sistenzkombination im Sinne Biebls zu kennzeichnen, so erscheint das 
Vanadium berufen, eine wichtige Rolle als Differentialglied solecher Kom- 
binationsreihen zu spielen. 

In den hypertonischen Konzentrationen von VOSOQ, war bei den meisten 
Moosen zuerst Plasmolyse eingetreten, die Zellen jedoch danach abgestor- 
ben, eine Tatsache, die schon Bieb] (1950a) beschreibt. Interessant ist, daB 
es aber kaum einen Fall gibt, in dem eine mit VOSO, plasmolysierte Zelle 
am Leben blieb. Die fiir 0,5 mol VOSO, als tiberlebend angegebenen Zellen 
waren meistens unplasmolysiert (vgl. Biebl 1950a, 8. 256). Das steht sehr 
im Gegensatz zum Verhalten der Mooszellen in Chromsulfat, wo ja in 
0,5 mol sehr oft iiberlebende plasmolysierte Protoplaste zu beobachten sind. 

Ein Uberblick iiber die Moosversuche zeigt, da8 ihr Resistenzverhalten 
gegeniiber Zink-, Chrom-, Vanadyl- und Mangansulfat demjenigen der 
Desmidiaceen in vielen Ziigen ahnlich ist. Todeszonenbildung und teilweise 
auch in mittleren Konzentrationsbereichen hohe Resistenz sind gemeinsame 
Ziige, ebenso aber auch das zellphysiologische Erscheinungsbild der Re- 
sistenzreihen. Resistenzversuche an Bliitenpflanzen bringen zu allermeist 
ganz scharfe Grenzen. In der niedrigeren Schwermetallsalzkonzentration 
zeigen alle Zellen besten Lebenszustand, in der nachsthdheren Konzentra- 
tion sind alle, ohne Ausnahme, tot. Bei Moosen und Desmidiaceen ist es 
dagegen anders. Wohl findet man auch hier deutliche Grenzen, aber oft 
sieht das Bild so aus, daB zuniachst einige Zellen abzusterben beginnen oder 
ihre Schadigung durch krampfig-zerrige Plasmolysen verraten. Dann 
kommt eine deutlichere Schwelle, iiber der aber oft in ein oder zwei weiteren 
Konzentrationsstufen noch eine wechselnde Anzahl von Zellen lebt, Tono- 
plastenplasmolysen auftreten oder verschiedene Grade der Degeneration 
festzustellen sind. 

Bei dieser groBen Ubereinstimmung zwischen Moosen und Desmidiaceen 
ist der groBe Unterschied im Resistenzverhalten gegeniiber Kupfer um so 
iiberraschender. Den teilweise enorm hohen Kupferresistenzen von Moos- 
zellen steht die absolute Empfindlichkeit der Desmidiaceen gegeniiber. 
Selbst in den niedersten im Resistenzversuch verwendeten Konzentrationen 


(0,00001°%, =~ 5.10-7 mol) lebte keine der untersuchten Arten mehr 
(Url 1955). 


Zusammenfassung 


Verschiedene Moose von den stark kupferhaltigen Boden und Gesteinen 
der Schwarzwand unweit Hiittschlag im GroBarltal (dstliche Hohe Tauern, 
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Salzburg) und Moose normaler Standorte aus Niederésterreich und dem 
Burgenland wurden vergleichend auf ihr Resistenzverhalten gegeniiber 
Kupfer-, Chrom-, Mangan-, Zink- und Vanadylsulfat untersucht, wobei im 
Vordergrund die Frage nach einer ,,dkologischen Resistenz‘‘ im Sinne 
Biebls gegen Kupfer stand. 

Fiir die Schwarzwandmoose, insbesondere fiir die bekannten ,,Kupfer- 
moose Mielichhoferia elongata und M. nitida wurden in der Tat 
enorm hohe Kupferresistenzen beobachtet. Die Resistenz gegen 
Kupfersulfat reicht bei Mielichhoferia elongata bis etwa 0,1 mol, was un- 
gefahr einer 2°%,igen Lésung entspricht. Die héchsten bisher aus der Li- 
teratur bekannten Resistenzen anderer Zellobjekte reichen dagegen nur 
etwa bis 0,001% (~5.10-° mol). Mnium affine und Madotheca platy- 
phylla, beides Moose von normalen Standorten, zeigen nun ebenfalls Re- 
sistenz gegen hohe CuSO,-Konzentrationen. In diesem Falle aber sterben 
die Zellen in den mittleren Konzentrationen ab, es treten also Todes- 
zonen auf. 

Ks ist anzunehmen, da die im Resistenzversuch beobachtete Wider- 
standsfahigkeit gegen hohe oder gar hypertonische Schwermetallsalzkon- 
zentrationen darauf beruht, da auf dem Protoplasten eine ,,irreversibel 
koagulierte Oberflichenschicht“‘ gebildet wird, welche ein weiteres Ein- 
dringen des Salzes ins Plasma verhindert (Kaho 1933). Da bei niedrigeren 
Konzentrationen diese Méglichkeit nicht gegeben ist, stirbt das Plasma 
ab, wenn es nicht resistent ist. In diesem mittleren kritischen Konzentra- 
tionsbereich, wo die Schwermetallsalzkonzentration schon so hoch ist, daB 
das Plasma getétet wird, aber noch zu niedrig, um die erwaihnte Schutz- 
schicht entstehen zu lassen, sterben nun im Kupfersulfat auBer den beiden 
Mielichhoferia-Arten alle anderen untersuchten Moose ab. Die ,,6kolo- 
gische“ Resistenz zeigt sich also nicht in der absoluten Hohe, 
sondern darin, daB das betreffende Plasma im kritischen 
mittleren Konzentrationsbereich wirkliche plasmatische Re- 
sistenz zeigt. 

Hohe Resistenz fiir ein Schwermetall bedingt nicht hohe Resistenz gegen 
ein anderes, doch zeigen sich oft parallele Ziige im Resistenzverhalten 
gegen Kupfer und Chrom. Auch im Chromsulfat z. B., wo ebenfalls die 
meisten untersuchten Moose im mittleren Konzentrationsbereich absterben, 
leben die beiden Mielichhoferia-Arten. 

Besonders verbreitet ist bei Chromsulfatversuchen die Todeszonenbil- 
dung. Der obere Lebensbereich ist dabei fast immer an die hypertonische 
Konzentration gebunden. In der Todeszone treten hier beim Plasmolyse- 
versuch haufig Tonoplastenplasmolysen auf. 

Gegeniiber dem oft ziemlich ahnlich gearteten Resistenzverhalten der 
Mooszellen in Kupfer- und Chromsulfatversuchen ist das Verhalten gegen 
Vanadylsulfat zum Teil sehr verschieden (S. 791). 

Gegen Mangansulfat und Zinksulfat sind alle untersuchten Moose in 
allen untersuchten Konzentrationen resistent. Mit einer Ausnahme (Mnium 
undulatum) treten selbst in den hypertonischen Konzentrationen dieser 
Stoffe (0,5 und 1,0 mol) iiberall beste Plasmolysen ein. Nach der Versuchs 
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dauer von 48 Stunden ist bei diesen Zellen Deplasmolyse und Wieder- 
plasmolyse méglich. 

Das zellphysiologische Bild der Resistenzreihen von Zink-, Mangan-, 
Chrom- und Vanadylsulfat ist bei Moosen und Desmidiaceen weitgehend 
aihnlich, ganz auffallend verschieden ist dagegen das Resistenzverhalten 
gegeniiber Kupfersulfat. Den hohen Kupferresistenzen vieler Moose steht 
die absolute Empfindlichkeit der Desmidiaceen gegeniiber. 


Literatur 


Biebl, R., 1947a: Die Resistenz gegen Zink, Bor und Mangan als Mittel zur Kenn- 
zeichnung verschiedener pflanzlicher Plasmasorten. S.ber. Akad. Wiss. Wien, 
Math.-naturw. K1., Abt. I, 155, 145. 
1947b: Uber die gegensitzliche Wirkung der Spurenelemente Zink und Bor auf 
die Blattzellen von Mnium rostratum. Ost. bot. Z. 94, 61. 

1949: Vergleichende chemische Resistenzstudien an pflanzlichen Plasmen. Proto- 
plasma 39, 1. 

1950a: Uber die Resistenz pflanzlicher Plasmen gegen Vanadium. Protoplasma 39, 
251. 

1950b: Zellphysiologische Untersuchungen an Gemiisepflanzen. Biol. gen. (1; 0.) 
19, 236. 

und W. Rossi- Pillhofer, 1954: Die Anderung der chemischen Resistenz pflanz- 
licher Plasmen mit dem Entwicklungszustand. Protoplasma 44, 113. 

Herzog, Th., 1926: Geographie der Moose. Gustav Fischer. Jena. 

H6fler, K., 1951: Plasmolyse mit Natriumkarbonat. Protoplasma 40, 426. 

Iljin, W. S., 1935: Das Absterben der Pflanzenzellen in reinen und balancierten Salz- 
lésungen. Protoplasma 24, 409. 

Kaho, H., 1933: Das Verhalten der Pflanzenzellen gegen Schwermetallsalze. Planta 
18, 664. 

Limpricht, K. G., 1895: Die Laubmoose Deutschlands, Osterreichs und der Schweiz. 
Rabenhorsts Kryptogamenfiora IV. 

Miller, K., 1912—1916: Die Lebermoose Deutschlands, Osterreichs und der Schweiz. 
Rabenhorsts Kryptogamenflora VI. (Zweite Auflage ab 1951.) 

Pribik, E., 1947: Das Resistenzverhalten verschiedener pflanzlicher Plasmen gegen- 
iiber einigen Spurenelementen. Dissertation d. Universitat Wien. 

Pringsheim, E., 1925: Uber Plasmolyse durch Schwermetallsalze. Beih. Bot. Zbl., 
I. Abt., 41, 4. 

Scharrer, K., 1955: Biochemie der Spurenelemente. Paul Parey. Berlin und Ham- 
burg. 

Schwanitz, F., und H. Hahn, 1954: Genetisch-entwicklungsphysiologische Unter- 
suchungen an Galmeipflanzen II. Z. Bot. 42, 459. 

Url, W., 1955: Resistenz von Desmidiaceen gegen Schwermetallsalze. S.ber. Akad. 
Wiss. Wien, Math.-naturw. KI., Abt. I, 164, 207. 

Will-Richter, G., 1949: Der osmotische Wert der Lebermoose. S.ber. Akad. Wiss. 
Wien, Math.-naturw. K1., Abt. I, 158, 431. 





Untersuchungen mit dem Phycomyces-Test 


Von 


Ingrid Urschler 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 


(Eingelangt am 19. Dezember 1955) 


I. Aneurin im Amorphophallus-Appendix 


Es ist seit langem bekannt, daB der Appendix einiger Araceen zur Zeit 
der Anthese einen gesteigerten Stoffwechsel aufweist, der mit einer starken 
Erwarmung des Gewebes einhergeht. Zur Zeit der Wirmeproduktion sind 
bei Sauromatum-Arten und bei Arum maculatum verschiedene Fermente, 
die am Starkeabbau und bei der gesteigerten Atmung beteiligt sind, be- 
sonders reichlich vertreten. Weevers (1911), Schmucker (1925), Herk 
(1934, 1937) machen Angaben iiber Diastase, Invertase, Katalase, Oxy- 
dase und ein proteolytisches Enzym, Kellermann (1949) und Weber 
(1950) fanden den Vitamin-C-Gehalt zur Zeit des Atmungsmaximums be- 
sonders hoch. Buchberger (1950) gibt fiir bliihende Araceen folgende 
Aneurinwerte in y pro 100g F.G. an: 


Appendix Spatha 
Rindenschicht Markschicht 
Sauromatum guttatum 390 oo 
Arum maculatum 630 100 
Pinellia ternata 150 100 


Den niedrigen Wert von 150 y pro 100g Frischgewicht im Appendix von 
Pinellia ternata erklart Buchberger dadurch, daB diese Pflanze sich beim 
Aufblihen nicht erwarmt. 


Eigene Untersuchungen an Amorphophallus Riviert ergaben folgende 
Aneurinmengen: 


Y B, pro 100g F.G. 
Amorphophallus Rivieri 
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In einer spateren Versuchsserie wurde das tiefrote Rindengewebe des 
Appendix von der weiBlichen Markschichte getrennt untersucht. Die Werte 
bedeuten wieder y Aneurin pro 100g F. G. 


Appendix Bliitenstandstiel 
Rindensch. Marksch. Rindensch. Marksch. 
Amorphophallus Rivieri 134 183,5 83,5 


Der Appendix von Amorphophallus Riviert enthalt demnach wesentlich 
mehr Aneurin als Spatha und Bliitenstandstiel, die gréB8te Aneurinanrei- 
cherung findet sich in der roten Rindenschicht des Appendix. Ahnlich sind 
die Befunde Buchbergers fiir Sauromatum gutiatum; bei Arum macu- 
latum fand er allerdings die Markschichte des Appendix aneurinreicher als 
die Rinde; aber das Appendixgewebe enthielt weit mehr Aneurin als die 
Spatha. 

Bei Sauromatum spielen sich die intensiven Atmungsvorginge ausschlieB- 
lich in der gelben AuBenschichte des Appendix ab (Herk 1937), nach Weber 
(1950) ist auch das Vitamin C vorwiegend in dieser Schicht lokalisiert. 

Unter der Voraussetzung, daB bei Amorphophallus Rivieri ahnliche Stoff- 
wechselverhialtnisse herrschen wie bei anderen Araceen, die sich beim Auf- 
bliihen erwarmen, ergibt sich auch in diesem Fall eine deutliche Uberein- 
stimmung zwischen hohem Aneuringehalt und gesteigertem Kohlehydrat- 
abbau. Aneurinanreicherung in pflanzlichen Geweben bzw. Zellen mit 
starkem Wachstum (Hurni 1944, v. Witsch 1948, Gerdes 1951) oder ge- 
steigertem Kohlehydratabbau (Lieb, Umrath und Weber 1949, Ursch- 
ler 1951a, b) wurde verschiedentlich nachgewiesen. AuBSerdem konnte 


v. Witsch (1953) zeigen, daB Pflanzen, die kinstlich mit Aneurin ange- 
reichert werden, unter bestimmten Bedingungen ihre Atmungsintensitat 
steigern. Es ist anzunehmen, da zwischen Aneuringehalt und Atmungs- 
intensitét in der Pflanze ein gewisses Gleichgewicht herrschen muB. 


II. Aneurin in der Epidermis und im Euphorbiaceen-Milchsaft. 
Exkretion von Aneurin durch héhere Pflanzen? 


Die Frage, ob das Aneurin in héheren Pflanzen als Exkret vorkommen 
kann, wird von Lieb und Weber (1949) aufgegriffen. Die beiden Autoren 
fanden, daB die Beltschen K6érperchen von Acacia spadicigera etwa finf- 
mal soviel Vitamin B, enthalten als die Fiederblattchen derselben Pflanze. 
Da aber iiber die Bedeutung dieser Koérper keine einheitliche Auffassung 
besteht, 1a8t sich nicht mit Sicherheit sagen, ob das Aneurin in diesem Fall 
als pflanzliches Exkret aufzufassen ist (Lieb und Weber 1949). 

Von Witsch (1953) berichtet iiber Versuche mit Weizen und Helianthus 
annuus. Er zog die Pflanzen in Nahrlésungen, denen z. T. betrachtliche 
Mengen Vitamin B, beigegeben waren. Die Pflanzen nahmen das Vitamin 
auf und erwiesen sich in allen Teilen als aneurinreicher als die Kontroll- 
pflanzen. Die Guttationstropfen der kiinstlich mit Aneurin angereicherten 
Pflanzen enthielten dieses Vitamin, die der Kontrollen nicht. 
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Der pflanzlichen Epidermis kommt nach Linsbauer (1930) u. a. auch 
die Funktion der Exkretspeicherung zu. Wasiuta (1949) fand eine starke 
Anreicherung von Ascorbinsiure im pflanzlichen Hautgewebe und weist 
daher auf die gelegentliche Exkretnatur dieses Stoffes hin. 

Die Epidermis einiger Pflanzen wurde mit dem Phycomyces-Test unter- 
sucht, wobei sich folgende Aneurinwerte ergaben: 


Pflanze y B, pro 100g F.G. 
Valerianella Locusta (Gewachshaus) . Mesophyll 397,2 
Epidermis der Blattunterseite . 216,5 
Allium Cepa (Zwiebelschuppe). . . . Mesophyll 
Epidermis der Blattoberseite . . 
Allium Cepa (Zwiebelschuppe). . . . Mesophyll 
Epidermis der Blattoberseite . . 


Bei den beiden Zwiebeln handelte es sich um Exemplare verschiedener 
GréBe, die verschiedenen Sorten angehérten; auBerdem wurde die erste 
Zwiebel im August, die zweite im November untersucht. 

Die Epidermis dieser Pflanzen enthalt demnach wesentlich weniger 
Aneurin als das Mesophyll. Eine Speicherung von Aneurin als Exkret liegt 
also nicht vor. Diese Befunde lassen sich wahrscheinlich dadurch erklaren, 
daB der Stoffwechsel der Epidermis relativ trage verlauft und daher ein ge- 
ringerer Aneuringehalt fiir dieses Gewebe ausreicht. 

Uber die Milchsaftréhren der Euphorbiaceen herrschen ebenso wie iiber 
die Beltschen Korperchen geteilte Meinungen. Frey-Wyssling (1935) 
und Troll (1948) stellen sie zu den Exkretspeichern. 

Der Milchsaft einiger Euphorbiaceen wurde auf seinen Vitamin-B,-Gehalt 


geprift. Wegen der groBen Zahigkeit dieses Saftes war es allerdings un- 
mdéglich, genaue Mengen abzumessen, die Aneurinwerte kénnen daher nur 
ungefahr angegeben werden. 


Pflanze y B, pro 100 cm! Saft 
Euphorbia mauritanica 150—200 (Gewiachshaus) 
Euphorbia Wulfenii 43—57 (Gewiachshaus) 
Euphorbia Myrsinites rund 14 (Garten) 
Euphorbia Myrsinites (Blatt) 64 (Garten) 

(y B, pro 100g F. G.) 


Jedenfalls liegen die Aneurinwerte des Milchsaftes wesentlich héher als 
die anderer Pflanzensafte (Buchberger 1952), lediglich fiir den absteigen- 
den Saftstrom bei Cucurbita Pepo gibt Buchberger Werte an, die z. T. 
tiber dem des Huphorbia-Myrsinites-Saftes liegen. 

Die Befunde von v. Witsch (1953), daB nur kiinstlich mit Aneurin an- 
gereicherte Pflanzen dieses mit dem Guttationswasser ausscheiden, und die 
eigenen Ergebnisse, daB die Epidermis einiger Pflanzen weniger Aneurin 
enthalt als das Mesophyll, sprechen dafiir, daB das Aneurin normalerweise 
nicht als pflanzliches Exkret auftritt. Ob das Vitamin B, in den Beltschen 
Korperchen (Lieb und Weber 1949) und im Euphorbiaceen-Milchsaft als 
Exkret anzusehen ist, laBt sich nicht sagen, solange iiber die physiologische 
Natur dieser Objekte Unklarheiten herrschen. 
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Zusammenfassung 


1. Der Appendix von Amorphophallus Riviert enthalt zur Bliitezeit be- 
sonders in der Rindenschicht sehr viel Vitamin B,. 

2. Die Epidermis von Valerianella Locusta und Alliwm-Cepa-Schuppen 
enthalt etwa halb soviel Aneurin wie das Mesophyll dieser Pflanzen. Der 
Milchsaft von Euphorbia mauritanica, E. Wulfenit und LE. Myrsinites ist 
sehr reich an Vitamin B,. 
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Sammelreferat 





Karyologische Pflanzenanatomie* 
Ein kritischer Uberblick! 
Von 


Elisabeth Tschermak-Woess, Wien 
Mit 10 Textabbildungen 
(Eingelangt am 12. Juni 1955) 

1. Einleitung, Methodik 


So wie im Rahmen der protoplasmatischen Pflanzen- 
anatomie eine protoplasma-physiologische Charakterisierung verschie- 
dener Zelltypen, Gewebe und Organe angestrebt wird (program- 
matische und zusammenfassende Publikationen von W eber 1929, 1934 und 
Reuter 1949, 1955), bemiiht man sich neuerdings von seiten der Cytologie, 
den Zustand ihrer Kerne, und zwar zuniachst vor allem die Polyploidie- 
verhaltnisse, zu analysieren und damit ein Bild von der karycologi- 
schen Anatomie der Pflanzen zu gewinnen (Geitler 1952). Wenn 
vorlaufig unabhangig von der Chromosomenzahl bestehende, oft spezifische 
Kernstrukturen vernachlassigt werden, so geschieht dies nicht deshalb, weil 
sie weniger wichtig sind, sondern weil sie sich zur Zeit noch kaum exakt 
erfassen lassen. 

Die karyologische Anatomie wurde als eigenes Teilgebiet abgegrenzt, 
nachdem man vor allem die weite Verbreitung der endomitotischen Poly- 
ploidisierung erkannt hatte und dadurch das sogenannte Gesetz der Zahlen- 
konstanz der Chromosomen hinfallig wurde (Geitler 1. c. 1941, 1948, 
1953 a). Um ein vollstandiges Bild von den chromosomalen Verhaltnissen 
und iiberhaupt vom Aufbau einer Pflanze zu gewinnen, geniigt es jetzt also 
nicht mehr, die .somatische* Chromosomenzahl an Hand von Mitosen in 
Meristemen festzustellen und den Ablauf der Meiose zu verfolgen; es ist 
vielmehr nétig, die ausdifferenzierten Organe und ihre Gewebe 
sowie Zellen mit besonderer Funktion einer eingehenden Analyse zu unter- 


* Herrn Prof. Dr. Friedl Weber zum 70. Geburtstag gewidmet. 

1 Da in den letzten Jahren zwei umfangreiche Publikationen iiber Endopoly- 
ploidie bei Pflanzen (D’A mato 1952b) sowie iiber Endomitose und endomitotische 
Polyploidisierung im allgemeinen (Geitler 1953a) mit ausfiihrlichen Literatur- 
angaben erschienen sind, wird im folgenden die altere Literatur nicht vollstandig 
angefiihrt. — Ein weiteres kiirzeres, Pflanzen und Tiere beriicksichtigendes Referat 
stammt von Heitz (1953). — Der Begriff Endomitose wird hier im Sinne von 
Geitler (erstmalig 1941) und nicht in der Fassung von D'Amato (I. c. und 
1954) verwendet. 
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ziehen, weil in vielen Fallen mit der Differenzierung endomitotische Poly- 
ploidisierung (weiterhin als e. P. abgekiirzt) einhergeht und in einzelnen 
Geweben auch andere Mechanismen regelmafig eine Erhéhung der Chromo- 
somenzahl] herbeifiihren kénnen (so im Tapetum und Endosperm) 2. 

Da aber ausdifferenzierte Zellen sich in der Regel nicht mehr spontan 
teilen und da weiters bei Angiospermen, im Unterschied zu manchen Tieren, 
die Chromosomen wiahrend der Endomitose zwar einen charakteristischen 
Formwechsel durchmachen, aber nicht als individualisierte Kérper zu sehen 
sind und man sie daher nicht unmittelbar auszahlen kann, bestanden aller- 
dings bis vor kurzem zum Teil methodische Schwierigkeiten. Seit den Unter- 
suchungen von Graf] (1939, 1940) wufte man zwar, daf nicht nur di- 
ploide, sondern auch endopolyploide Gewebezellen auf Wundreiz neuerlich 
mit Mitosen und Zellteilungen ansprechen, und Huskins und Steinitz 
(1948 b) sowie D'Amato und Avanzi (1948) stellten unabhingig von- 
einander erstmalig bewuft die Behandlung mit Wuchsstoffen in den Dienst 
dieser Sache — zwei Methoden, denen ja die bisher erarbeiteten Kenntnisse 
iiber Endopolyploidie bei Pflanzen vor allem zu verdanken sind —, doch 
reagieren in beiden Fallen gewéhnlich nur Zellen von nicht sehr weitgehend 
spezialisierten Geweben, wie Parenchyme und eventuell Kollenchyme, da- 
gegen meist nicht starker festgelegte Zell- und Gewebetypen, wie etwa 
Raphidenzellen und Zellen von Trichomen oder die Epidermis, das Tape- 
tum u. a. m. Bei diesen war man zundchst nur auf Analogieschliisse ange- 
wiesen: aus dem oft sehr bedeutenden Wachstum der Kerne unter Vermeh- 
rung bzw. VergréRerung ihrer Strukturelemente (Euchromatin und Hetero- 
chromatin) konnte man auf Endopolyploidie schlieRen und den Polyploidie- 
grad grob schatzen. Zu genaueren Angaben kam man aber erst, nachdem 
ein eindeutiger Zusammenhang zwischen dem schon friiher festgestellten 
(Geitler 1941, 1948, 1948/50) und als Ausdruck von Endomitosen ange- 


sehenen Strukturwechsel und rhythmischem Kernwachstum nachgewiesen 
worden war (Tschermak-Woess u. Hasitschka 1953a)%, Die 
Volumina endomitotisch heranwachsender Kerne zeigen namlich charak- 
teristische Beziehungen: die der Ruhekerne gliedern sich in Gruppen, deren 
Mittelwerte sich ungefahr (bestimmte Abweichungen kommen vor!) wie 


2 Zur Unterscheidung von generativer und somatischer Polyploidie fiihrte 
Langlet fiir letztere die Ausdriicke mono-, di-, tri-, allgemein polysomatisch 
ein. Dies geschah zu einer Zeit, als man nur diejenigen Zellen und Gewebe fiir 
polyploid hielt, in denen man tatsachlich erh6hte Chromosomenzahlen im Verlauf 
spontaner Mitosen beobachten konnte. Mit dem Fortschreiten der Kenntnisse iiber 
die innere = somatische Polyploidie wurde auch der Begriff Polysomatie von meh- 
reren Forschern in einem weiteren Sinn, némlich gleichbedeutend mit Endopoly- 
ploidie verwendet (z. B. Wulff 1944), wahrend andere (wie DAmato 1952b 
und Mechelke 1951) bei einer engeren Fassung blieben. Um Mifverstandnisse 
zu vermeiden, wird im folgenden der Ausdruck Polysomatie nicht verwendet. 

3 Der endomitotische Strukturwechsel fand sich inzwischen mit relativ gering- 
fiigigen Abwandlungen bei zahlreichen Angiospermen (Tschermak-Woess 
u. Hasitschka 1953a, Deufel, Carniel 1954, Tschermak-Woess, 
Dolezal u. Tschermak-Woess); er vollzieht sich nach dem Muster der 
friihesten mitotischen Prophase unter Zerstéubung der Chromozentren und — so- 
fern sie im Ruhekern sichtbar bleiben — unter gleichmafigerer Verteilung der 
euchromatischen Strukturelemente. Naher auf ihn einzugehen, eriibrigt sich im 
Rahmen dieser Publikation. 
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1:2:4:8 usw. verhalten, die von Kernen in Endomitose in Gruppen, deren 
Mittelwerte annahernd bei 1,37, 2,37 usw., jedenfalls zwischen den 
Mittelwerten der Ruhekerne liegen. Man kann also durch Feststellung der 
Volumenverhiltnisse von Ruhekernen der endomitotischen Interphase und 
7) von Kernen in Endomitose den Polyploidiegrad 
im Endzustand ermitteln, was allerdings eine 
eingehende Strukturanalyse und einen gréferen 
Aufwand an Messungen sowie die Beachtung 
einer oft bedeutenden Variation zwischen ver- 
schiedenen Individuen, aber auch den Geweben 
und Organen eines Individuums und manch- 
mal sogar zwischen verschiedenen Gewebe- 
schichten erfordert. Das Kernvolumen wird 
namlich zwar wesentlich von der Chromosomen- 
zahl, daneben aber auch von verschiedenen an- 
deren, erst in einigen wenigen Fallen naher er- 
faRten Faktoren beeinfluRt. (Wie z. B. Schra- 
der und Leuchtenberger fiir Spermato- 
cyten der Hemiptere Arvelius und Alfert et 
alii fiir verschiedene Funktionszustande der 
Schilddriise der Ratte nachweisen, kann auch 
das extrachromosale Eiweif8 rhythmisch zu- 
nehmen; deshalb ist es nicht méglich, ohne 
Beriicksichtigung des inneren Baues der Kerne, 
allein auf Grund ihrer Volumenverhiltnisse, 
auf den Polyploidiegrad zu schliefen.) Die ein- 
gehende Uberpriifung dieser cytomorphologisch- 
volumetrischen Methode an der Wurzel von 
Rhoeo discolor, in der sich Mitosen stimulieren 
lassen, bestatigte ihre Verwendbarkeit (Abb. 1; 

Dolezal u. Tschermak-Woess). 
Auch die Zahl der Chromozentren bietet in 
~ manchen Verwandtschaftskreisen zusammen mit 
8 & dem Kernvolumen eine Handhabe, um den 
$ 8 S$ Grad der Endopolyploidie zu ermitieln. Das 
Abb. 1. Rhoeo discolor. Dia- Heterochromatin verhalt sich namlich im Zu- 
gramm der Volumina (rela- Sammenhang mit der Endomitose im wesent- 
tive Werte) von Ruhekernen lichen alternativ folgendermafeu: 1. Ent- 
(unten) und von Kernen in Weder bleibt die Zahl der Chromozentren 
Endomitose (oben) aus der (meist handelt es sich um sogenannte Pro- 
Streckungszone der Wurzel; Chromosomen) praktisch unverdandert, die 
Volumina auf der Abszisse, heterochromatischen Abschnitte der Schwester- 
Anzahl der Kerne auf der iromosomen sind miteinander verklebt, bilden 
Ordinate (nah Dolezal Endochromozentren entsprechender Grofe, 
u. Tschermak-Woess). was sich aber nicht quantitativ festhalten und 
auswerten laRt (z. B. Lupinus — siehe 
Abb. 8, Cucurbitaceen, Cruciferen und viele andere — Geitler 1941, 
1948/50, Lauber, Jakowska 1949a, b, Holzer, Carniel 1952, 
1954, Tschermak-Woess u. DoleZzal, Tschermak-Woess u. 
Hasitschka 1953a, 1954). 2. Oder die Zahl der Chromozentren (meist 
nicht Prochromosomen) wird rhythmisch erhéht, aber nicht verdoppelt, weil 
einzelne Schwesterchromozentren zu Endochromozentren zusammenschlie- 
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Ren, andere sich trennen (Huskins u.Steinitz 1948 a sowie DoleZal 
u. Tschermak-Woess fiir Rhoeo, viele andere Arten verhalten sich 
wahrscheinlich ahnlich). Zu einer verlaBlichen Feststellung der Polyploidie- 
verhialtnisse kann die Chromozentrenzahl in diesem Fall nur bei Bestim- 


Abb. 2a—c. Lagebeziehung bzw. Biindelung der Schwesterchromosomen in post- 
endomitotischen Mitosen. a spontane tetraploide Metaphase aus einer Wurzelspitze 
von Hordeum vulgare mit paarweise angeordneten Schwesterchromosomen: b Biin- 
del aus vier Schwesterchromosomen aus einer Wundreiz-induzierten oktoploiden 
Mitose, SproBepidermis von Vicia faba; c 16ploide Prophase (Wundreiz-induziert) 
aus dem Mark der Achse von Kniphofia natalensis mit Biindeln aus acht Chromo- 
somen (in einzelnen Biindeln anscheinend alle Schwesterchromosomen an der 
Spindelansatzstelle zusammenhingend). (a Phot. 1500fach nach Mechelke 1951, 
b Phot. etwa 1200fach nach Resch 1952. ¢ nach Fenzl u. Tschermak- 
W oess.) 


mung wahrend der Polyploidisierung (spater kommt es zur Bildung von 
Sammelchromozentren = Vereinigung beliebiger Chromozentren) unter 
gleichzeitiger Messung der Kernvolumina dienen. 3. Oder die. Schwester- 
chromozentren weichen zumindest wahrend der letzten Endomitoseschritie 
in bestimmten Geweben regelmafig auseinander, so daf im ausdifferen- 
zierten Gewebe die Zahl der Chromozentren — es handelt sich offenbar 
Protoplasma, Band NLV1/1—4 51 





802 Elisabeth Tschermak-Woess 


durchwegs um Prochromosomen — der Chromosomenzahl entspricht (Blatt- 
gewebe mehrerer Aizoaceen*; ob auch andere Gewebe und Pflanzen sich 
so verhalten, ist fraglich). Man kann somit in solchen Fallen durch Aus- 
zihlung der Chromozentren in den Kernen von Dauergeweben deren Poly- 
ploidie unmittelbar ablesen. 

SchlieBlich wiire noch zu erwahnen, daf bei vielen Pflanzen in verein- 
zelten Zellen, bei manchen regelmaRiger und dann meistens gebunden an 
bestimmte Entwicklungsstadien (vgl. iiber den Keimling weiter unten), 
endopolyploide Zellen spontan Mitosen eingehen und daf auch im nor- 
malen Entwicklungsablauf ohne aufere Eingriffe, namlich wahrend der 


endosperm 


3c Aes nize .24C 
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ae .e 


/ scutellum 
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Number 
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DNS - Feulgen 
Abb. 3. Zea mays. DNS-Werte (relative Betrage) von Zellkernen aus der Frucht 
und dem reifen Pollen (vgl. im einzelnen den Text; nach Swift 1955). 





Entstehung der Seitenwurzelanlagen, endopolyploide Zellen in der Wurzel- 
rinde zur Teilung angeregt werden (D'Amato 1948, DAmato u. 
Avanzi, Tschermak-Woess u: DoleZal). 

Spontanen wie induzierten polyploiden Mitosen, die im Gefolge von 
Endomitosen ablaufen, ist gemeinsam, da die Schwesterchromosomen der 
letzten Endomitose oder der zwei oder drei letzten endomitotischen Teilungs- 
schritte gebiindelt oder genahert liegen und oft zu zweien, manchmal auch 
zu je vier (vielleicht auch zu acht) noch an den Spindelansatzstellen zu- 
sammenhingen, also Diplo- bzw. Quadruplochromosomen bilden (Abb. 2): 
doch kommt auch vollige Isolierung der Schwesterchromosomen im AnschluB 
an die Endomitose vor. wie man aus dem Verhalten des proximalen 


4 Dies war nach Angaben von Wulff (1944) zu vermuten und bestiatigte sich 
im Verlauf einer Doktorarbeit. die derzeit von Herrn Schlichtinger am 
Botanischen Institut der Universitat Wien durchgefiihrt wird. 
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Heterochromatins und in induzierten Mitosen bei den Aizoaceen sieht 
(vgl. die Fufnote auf S. 802). Funktionell kommen die Diplo- und Quadru- 
plochromosomen 2 bzw. 4 Einzelchromosomen gleich, was man daraus 
schlieRen kann, da das Kern- und Zellvolumen bei entsprechender Zahl 
von Einzelchromosomen einerseits und von Diplo- bzw. Quadruplochro- 
mosomen andererseits im wesentlichen iibereinstimmt (vgl. Bradley u. 
Crane, deren Methode der Messung flachgedriickter Zellen allerdings 
anfechtbar ist 5). Aus der paarigen Anordnung der Chromosomen in poly- 
ploiden Mitosen kann man meistens den SchluB ziehen, daf ihnen Endomi- 
tosen vorangegangen sind; allerdings nicht in allen Fallen, denn mitunter 
fiihrt auch die Bildung von Restitutionskernen wahrend der Pro- und 
Metaphase einer vorhergehenden Mitose zur ..Paarung” (vgl. S. 821 iiber 
das Tapetum). 

Wihrend die bisher erwahnten Methoden vorwiegend morphologisch 
orientiert sind, gewinnen in den letzten Jahren mehr chemisch-physikali- 
sche Methoden in steigendem Maf an Bedeutung. Aus einer ganzen Reihe 
von Untersuchungen (Uberblick bis 1953 bei S wif t 1953, weiters Taylor 
u.McMaster u. a.) geht namlich hervor. daf im allgemeinen je Chromo- 
somen- bzw. Chromatidensatz cine ganz bestimmte Menge von Desoxyri- 
bosenukleinsaure (DNS) im Kern vorhanden ist. Diese laBt sich an Ruhe- 
kernen einerseits mittels Feulgenfarbung und mikrophotometrischer Be- 
stimmung der Lichtabsorption messen (Methodik bei S wi f t 1953); anderer- 
seits ergeben sich iibereinstimmende Resultate. wenn die DNS mit radio- 
aktivem Phosphor (P22) markiert und nach Entfernung aller anderen 
phosphorhaltigen Bestandteile von Zelle und Kern der Grad der Schwir- 
zung einer lichtempfindlichen Emulsion in einem Bereich oberhalb des 
untersuchten Kernes quantitativ erfaBt wird (ausfiihrliche Angaben bei 
Taylor u. McMaster). Wahrend diese ..Autoradiographie* bisher nur 
angewendet wurde, um die DNS-Synthese in ihrer Beziehung zur Mitose 
und Meiose zu verfolgen, wurden mittels der ,,Mikrophotometrie“ auch 
polyploide Kerne untersucht. Da hiebei zum Teil Objekte behandelt wur- 
den, fiir die Endopolyploidie mit morphologischen Methoden nachgewiesen 
worden war (z. B. Rhoeo, Tradescantia, Zea*®) und da sich der Erwartung 
entsprechend DNS-Klassen von 1 : 2:4 usw. fanden, konnte die Verwend- 
barkeit der Mikrophotometrie grundsatzlich sicher bewiesen werden 
(Abb. 3). Ahnliches wird sich wahrscheinlich auch fiir die Autoradiographie 
ergeben. Allerdings wire eine intensivere Verkniipfung mit der entwick- 
lungsgeschichtlichen, cytomorphologischen Forschungsrichtung nétig, weil 
zumindest fiir bestimmte Gewebe, wie das Antherentapetum und das 
Endosperm, aus dem Auftreten von DNS-Klassen zwar auf Polyploidie, 
aber nicht auf deren Zustandekommen (Endomitose oder Restitutionskern- 
bildung) geschlossen werden kann. Auferdem erhebt sich die noch lebhaft 
diskutierte Frage, ob tatsachlich eine absolute Konstanz der DNS pro 
Chromatidensatz besteht, so z. B. auch in Fallen, in denen ein bedeutendes 
Chromosomenwachstum zu beobachten ist, wie bei Rhoeo (Geitler 1946), 
Ornithogalum (Lauber), Haemanthus (Holzer) u. a. Auch laRt sich 

5 Uber Resultate von Gentscheff und Gustafsson und deren Deutung 
siehe S. 828. 

6 Sehr schén ist auch die Ubereinstimmung bei der Honigbiene, wie neuerdings 
die entwicklungsgeschichtlich-cytomorphologischen Untersuchungen von Risler 
und die mikrophotometrischen Daten von Merriam und Ris zeigen. 


oF 
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mit der Hypothese, da die DNS ausschlieBlich ein Bestandteil des Chro- 
mosomengeriistes und nicht der Matrix ist, das Auftreten von Spezial- 
segmenten — das sind bei Kalteeinwirkung DNS-arme oder -freie Chro- 
mosomenabschnitte — nicht ohne weiteres in Einklang bringen (La Cour). 

Wie aus dem bereits Mitgeteilten hervorgeht, ist die karyologische 
Anatomie — auch in der hier durchgefiihrten Beschrankung auf die Poly- 
ploidieverhaltnisse — noch ein junger, in lebhafter Entwicklung begrif- 
fener Wissens- und Forschungszweig. Damit hangt es zusammen, daf, ab- 
gesehen von Tieren, bisher praktisch ausschlieBlich Angiospermen unter- 
sucht wurden (iiber einige wenige Pteridophyten und Ginkgo siehe weiter 
unten’) und auch fiir diese sich noch bei weitem nicht ein vollstandiges 
Bild fiir alle Entwicklungsstadien, die einzelnen Organe und Gewebe und 
fiir spezialisierte Zellen geben laRt. Ebenso kann die Frage, ob es Arten 
gibt, bei denen Endopolyploidie iiberhaupt nicht vorkommt, noch nicht 
mit Sicherheit beantwortet werden. Immerhin ist nach dem Verhalten von 
Wurzel und Achse und anderen nur gelegentlich untersuchten Organen zu 
vermuten, da das Soma von Crepis capillaris rein diploid ist (Holzer, 
Fenzl u. Tschermak-Woess); auch andere Kompositen verhalten 
sich méglicherweise aihnlich. Bei Ipomoea batatas und Ipomoea purpurea 
tritt zumindest in den vegetativen Organen keine Endopolyploidie auf 
(Hasitschka 1955). 


2. Die verschiedenen Gewebe 


Eine Zusammenstellung der Polyploidieverhiltnisse in verschiedenen 
Geweben ergibt auf Grund der bisherigen Angaben folgendes Bild. 
Relativ haufig wurde das Auftreten von Endopolyploidie in Parenchymen 
beobachtet. Dies hat nicht nur methodische Ursachen — in den meisten 
Parenchymen lassen sich, wie erwahnt, relativ leicht Mitosen induzieren —. 
sondern hangt offenbar auch mit ihrer Funktion etwa als Speicher- oder 
Wassergewebe und dem Aufbau aus weitlumigen Zellen zusammen. So 
wird beispielsweise das Speicherparenchym der Knolle von Sauromatum 
guttatum in den aduferen Schichten bis 16ploid, innen niedriger polyploid 
(Graf 1939, 1940), setzt sich die Knolle von Solanum tuberosum auBen 
aus diploiden, innen aus diploiden und tetraploiden Zellen zusammen 
(Fenzl u. Tschermak-Woess, vgl. auhh DAmato 1952b) und 
ist fiir Rinde und Mark der Knollen von Echinocystis macrocarpa nach 
Angaben von Scott (1942/43) Endopolyploidie zu vermuten. Anderer- 
seits bleibt bei Ipomoea batatas das Parenchym der Knolle so wie die 
anderen Gewebe rein diploid (Hasitschka 1955). Auch in den Spei- 
chergeweben fleischiger Friichte gelang es Lauber (vgl. auch Geitler 
u. Lauber), Polyploidiegrade bis zu 16-Ploidie nachzuweisen, und bei man- 

7 Angaben iiber das Vorkommen von Endopolyploidie bei Hefen (Sub ra- 
maniam 1947, 1948) erscheinen angesichts der umstrittenen karyologischen Ver- 
haltnisse der Hefen noch zu unsicher. 


Abb. 4. Eremurus robustus. Querschnitt durch die Wand einer ausgewachsenen 

Frucht; Endopolyploidie von auBen (oben) nach innen ansteigend, héchster nach- 

gewiesener Polyploidiegrad 16n, gréfte Zellen und Kerne vermutlich noch hoher 
polyploid (nach Lauber). 
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chen Friichten (beispielsweise denen der Cucurbitaceen, die auch in anderen 
Geweben relativ hoch polyploid werden) vermutet Lauber noch hohere. 
Der Grad der Endopoly- 
ploidie und im Zusammen- 
-SeTeae hang damit die ZeligréBe 
see == “6. nehmen dabei von auften 
nach innen zu. So wie in 
den meisten anderen Ge- 
weben setzen sich die ein- 
zelnen Zellschichten aus Zel- 
len verschiedener Poly ploidie- 
stufen zusammen, es_ herr- 
schen aber bestimmte héhere 
oder niedrigere Stufen vor 
(Abb. 4). Daf andererseits 
das Speichergewebe mancher 
Friichte sich hauptsichlich 
durch Teilungswachstum und 
ohne wesentliche Beteiligung 
von Endomitosen vergréBern 
kann, geht aus dem Verhal- 
ten von Polygonatum hervor. 
bei welchem die Fruchtwand 
nur vereinzelt tetraploide 
Zellen enthalt (Abb. 5); aller- 
dings hat sie auch eine mehr 
ledrige als fleischige Beschaf- 
fenheit (Lauber). Im 
Parenchym heranwachsender 
Friichte von Epidendrum 
ciliare schieben sich, wie in 
manchen anderen Geweben 
anderer Pflanzen, nach dem 
ersten Endomitosezyklus noch 
einzelne spontane Mitosen 
ein, was anscheinend mit 
einem starken Teilungsimpuls 
infolge des Bestaubungsreizes 
zusammenhangt (Geitler 
1940a, b). Die gréReren. in 
diesem Fall weiter auBen be- 
findlichen Parenchymzellen 
werden schaitzungsweise okto- 
ploid. 

Von ganz besonderem In- 
teresse sind in diesem Zu- 
sammenhang Versuche und 
Untersuchungen neueren Da- 
tums, die Bradley und Crane (1955) an den Friichten von Prunus 
armeniaca durchfiihrten. Danach erscheint die Wirkung von Wuchs- 
stoffen in bezug auf Mitose- und Endomitosestimulierung in neuem 
Licht. Das Bespriihen junger Friichte mit wiafriger Lésung von 


Abb. 5. Polygonatum sp. Querschnitt durch die 
Wand einer ausgewachsenen Frucht, die in der 


Hauptsache ‘diploid bleibt (nach Lauber). 
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2, 4, 5-Trichlorphenoxyessigsiéure (100mg pro Liter) hat namlich eine 
Polyploidicerhéhung im auferen Mesokarp und damit eine rund 
50%ige Zunahme im Volumen des Fruchtfleisches zur Folge: in Kon- 
trollen finden sich nach Verwundung nur bis 32ploide Teilungen, in be- 
handelten bis 64ploide Teilungen, auRerdem auch relativ mehr 16- und 32- 
ploide sowie gréRere Zellen und Kerne 8’. Daraus ergibt sich, da Wuchs- 
stoffe Endomitosen stimulierend wirken kénnen 8*. Dies hatte Le van (1939) 
schon seinerzeit auf Grund von Experimenten an Allium-Wurzeln ange- 
nommen: doch setzte sich spaiter — sicher mit Recht — die Auffassung 
durch, da in seinen und in analogen Versuchen anderer nur die bereits 
existierende Endopolyploidie durch Mitosestimulierung sichtbar wurde. 
Diese Gegensiatze lassen sich aber iiberbriicken und auch die natiirlichen 
Vorginge kann man deuten, wenn man mit Bradley und Crane an- 
nimmt, da zur Induktion von Mitosen relativ héhere Wuchsstoffkonzen- 
trationen noétig sind als zur Einleitung von Endomitosen; auch diirfte eine 
Steigerung der Endomitosetatigkeit nur waihrend der Endomitoseperiode 
méglich sein. Bradley und Crane stellen mit ihrer Hypothese die Dinge 
allerdings offenbar zu einfach dar. Denn trotz relativ hohen Wudchsstoff- 
angebotes gehen manche Zellen, wie die GefaRinitialen vieler Pflanzen 
und die Trichozyten der Helobiae (vgl. weiter unten), schon sehr nahe von 
der Wurzelspitze zur Endomitosetatigkeit iiber, wahrend die meisten 
Schwesterzellen sich noch mitotisch teilen, und als Beispiel fiir das um- 
gekehrte Verhalten kénnte man die Spatha von Sauromatum guttatum an- 
fiihren, in der in den Spalt6éffnungsmutterzellen und Nebenzellen noch 
Mitosen ablaufen, wahrend die iibrigen Epidermiszellen zur e. P. iiber- 
gegangen sind (siehe S. 817). 

Nach der Kern- und ZellgréRe sowie vor allem nach der Kernstruktur 
zu urteilen, miissen die nahrstoffreichen Zellen der Elaiosome von Cory- 
dalis cava, Gagea lutea und Scilla bifolia hoch polyploid sein (Geitler 
1944, 1948/50). Dasselbe diirfte fiir die eiweif- und fettreichen Nahrgewebe 
sowie die Starkeschicht einer Reihe von Gallen gelten (W oll 1954a, b). 
Wichtig wire es, diese und weiters das Speicherparenchym des Endosperms 
mittels moderner Methoden eingehend und vergleichend zu untersuchen °®. 
Angaben, die fiir das Vorkommen von e. P. im Endosperm sprechen, liegen 


8 Die Methode der GréBenbestimmung der Kerne und Zellen, welche die Autoren 
anwenden, ist allerdings, wie bereits erwahnt, anfechtbar. Damit hangt es wahr- 
scheinlich zusammen, da entgegen der Erwartung keine den Polyploidiestufen 
entsprechenden Kernklassen gefunden wurden. Auch ist die Zahl der Friichte (zwei 
behandelte und zwei Kontrollen), die mit negativem Ergebnis — darauf iiber- 
priift wurden, ob die Behandlung eine Zellvermehrung nach sich zieht, zu 
gering. 

82 Die Wachstumsstimulierung gelingt allerdings anscheinend nur unter ganz 
bestimmten Umstanden; bei anderen Arten wirkt die Wuchsstoffbehandlung nam- 
lich nicht férdernd, sondern hemmend auf das Fruchtwachstum (vgl. die bei 
Bradley und Crane zitierte Literatur). 

® Auf die Polyploidisierung durch Restitutionskernbildung, die sich im Endo- 
sperm wahrscheinlich haufig vollzieht und Anla& zur: Beschreibung vermeintlicher 
Amitosen in der alteren embryologischen Literatur gab. kann hier nicht néaher 
cingegangen werden (vgl. Maheshwari 1950, S, 2235). 
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bisher fiir Zea mays und einige andere fraglichere Falle vor®*. Duncan 
und Ross stellten namlich vor allem in den inneren Teilen des Mais- 
endosperms ein betrachtliches Kernwachstum unter Zunahme des chroma- 
tischen Materials und eine VergréRerung der .knobs* bei gleichbleibender 
Zahl fest. und in manchen grofen Kernen fanden sie auch ungefahr 
30 grobe Striinge. von denen feinere Faden ausstrahlten. Weiters beobach- 
tete Punnett wahrend friiher Entwicklungsstadien in manchen Koérnern 
spontane hexaploide Mitosen mit gepaarten Chromosomen. Diese und 
einige weitere Daten sind nach Meinung der Verfasserin und etwas ab- 
weichend von den Ansichten der Autoren folgendermafen zu deuien: es 
erfolgt gegen Ende der Mitosetatigkeit zunachst Kernwachstum auf der 
diploiden Stufe, begleitet von Chromosomenwachstum (Abb. 4d _ bei 
Duncan u. Ross), wie es auch bei anderen Arien mitunter der e. P. vor- 
ausgeht und fiir das Endosperm vieler Pflanzen charakteristisch ist !°: 
daran schlieRt sich eine KernvergréRerung im Zusammenhang mit mehreren 
Endomitosezyklen, wobei sich zwischen die beiden ersten hie und da eine 
spontane Mitose einschiebt. Daf die Zahl der ,knobs“ im Verlauf der 
Endomitosetatigkeit nicht vermehrt wird, hangt damit zusammen, daf die 
Schwesterchromosomen in diesen aus kompaktem Heterochromatin be- 
stehenden Regionen Endochromozentren bilden, wie es fiir viele andere 
Arten die Regel ist und sich auch in den nachweisbar oktoploiden Kernen 
der Wurzelrinde von Zea zeigt (eigene unveréff. Beobachtung). Die von 
Duncan und Ross in gréeren Kernen beobachteten 30 Aggregate sind 
offenbar nichts anderes als Endochromozentren, die die proximalen hetero- 
chromatischen Abschnitte der Schwesterchromosomen enthalten (vgl. auch 
Geitler 1953b, S. 8). Ganz ahnliche Verhaltnisse fand Geitler (1941) 
in den endopolyploiden Kernen des Suspensorhaustoriums von Lupinus 
(vgl. unten). Ein hinreichender Grund zur Annahme einer Polytanie (also 
eines Vielfachbaues bei unverinderter Zahl der Chromosomen), wozu 
Duncan und Ross neigen, besteht jedenfalls nicht. 

Zu diesen cytomorphologischen Befunden an Endospermen passen recht 
gut mit Hilfe der Mikrophotometrie gewonnene Resultate von Swift 
(1950). Im Endosperm junger Kérner von Zea finden sich namlich DNS- 
Klassen von 3C, 6C, 12C und 24C (Abb. 3). (Mit C wird die DNS-Menge 
von Spermakernen, also der cinfachen Chromosomengarnitur, bezeichnet.) 
Unter der Voraussetzung, da der DNS-Gehalt pro haploidem Chromo- 
somensatz im allgemeinen konstant ist, waren die Kerne in den Speicher- 
geweben des noch nicht voll entwickelten Endosperms also 3 n bis 24 n, und 
zwar in der Aleuronschicht vorwiegend 6n, im starkehaltigen Teil bis 
24ploid. Nach den Unterschieden im Chromatingehalt und Volumen, wie 
sie sich aus den Abbildungen von Duncan und Ross ergeben, ist zu ver- 


®2 Von einem weiteren sicheren Fall von Endopolyploidie im Endosperm be- 
richtet in neuester Zeit Steffen (1955): bei Pedicularis palustris laBt sich mit 
Hilfe der cytomorphologisch-volumetrischen Methode im mikropylaren Bereich 
des Endosperms Hexaploidie, im chalazalen Teil Dodekaploidie nachweisen (Zus. 
bei d. Korr.). 

© In anderen Fallen kommt es unabhangig von der e. P. zu einem Chromo- 
somenwachstum; auch eine unabhangige und mit Endopolyploidie zusammen auf- 
tretende Chromosomen verkleinerung ist bekannt. Im einzelnen kann hier 
auf das Vorkommen und die noch ungeklirte Rolle dieser Erscheinungen nicht ein- 
gegangen werden. 
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—- daf bei voller Entwicklung noch héhere Polyploidiegrade erreicht 
werden. 

Eine ahnliche Serie im DNS-Gehalt wie bei Zea soll sich nach Rasch 
und Swift (zitiert nach Swift 1953) auch im Endosperm von Trades- 
cantia zeigen. Wenn es auch sehr wahrscheinlich ist, daB dies auf endomi- 
totische Vorginge zuriickgeht, lat sich ohne Heranziehung morphologischer 
Daten nichts Sicheres sagen, da Polyploidie im Endosperm auch infolge 
Bildung von Restitutionskernen zustande kommen kann (siehe FuRnote 
S. 807). Besonders bei Lilium, fiir das Rasch und Swift 5-C- und 10-C- 
Werte angeben (das Endosperm von Lilium ist zu Beginn seiner Entwick- 
lung bekanntlich pentaploid), ist die zweite Méglichkeit in Betracht zu 
ziehen. Dagegen diirfte das Speichergewebe im Endosperm von Echino- 
cystis macrocarpa, wie Scott (1943/44) meint, taisachlich endopolyploid 
werden, was aus dem enormen Kernwachstum hervorgeht 11. — Die Kerne 
im Endosperm von Gagea lutea zeichnen sich durch eine auffallende, in 
anderen Geweben fehlende starke Heterochromasie aus, was wohl mit 
besonderen physiologischen Verhaltnissen zusammenhangt (Geitler 
1948/50); sie sind pentaploid (Lilium-Typ) und erfahren keine Verande- 
rungen, die auf das Vorkommen endomitotischer Vorgange schlieRen lassen 
(Duncan u. Ross sowie DAmato, 1952b fiihren diesen Fall irr- 
tiimlich als Beispiel von e. P. im Endosperm an). Es kann also auch bei 
Pflanzen, die an sich zur e. P. befahigt sind — vgl. iiber die nahrstoff- 
reichen Zellen des Elaiosoms von Gagea oben und iiber das Suspensor- 
haustorium weiter unten —, diese im Endosperm unterbleiben. 

SchlieBlich wire unter den Speichergeweben noch die Starkescheide in 
der Asche von Solanum lycopersicum zu erwahnen, in der Winkler 
schon 1916 spontane polyploide Mitosen fand und fiir die Fenzl und 
Tschermak-Woess das Vorwiegen von Tetra- und Oktoploidie an- 
geben. 

Sehr verbreitet ist das Auftreten von Endopolyploidie in Wasser- 
geweben. Das geht aus Angaben von Geitler (1940 a, b) fiir das Blatt 
von Rhoeo hervor (4n), fiir die Blatter mehrerer Gibbaeum-Arten (nach 
Wulff, 1944, bis 16n, nach unverdffentlichten Resultaten von Schlich- 
tinger bis 64n, im Keimling sogar bis 128n, und dhnlich verhalten sich 
auch Pleiospilos sowie andere Aizoaceen), ferner fiir zwei Gasteria-Spezies, 
Harworthia viscosa und zwei Bryophyllum-Arten (letztere bis32n; J ahnl). 
Bemerkenswert ist der Fall von Kalanchoé blossfeldiana: die Zellen im 
Wassergewebe des Blattes werden nach v. Witsch und F liigel (195i, 1952) 
im Langtag bei geringer Sukkulenz maximal bis oktoploid, im Kurztag bei ge- 
steigerter Sukkulenz bis 32ploid (Abb. 6). Wahrend bisher unter den Kom- 
positen nur ein einziger Fall, namlich Lactuca mit geringer Haufigkeit und 
niedrigen Graden von e. P.— und zwar in der Wurzel —, bekannt war, den 
man zunichst als Ausnahme ansehen konnte (Holzer 1952), fand neuerdings 
Czeika (unveréff.) im Wassergewebe des Blattes von Othonna crassifolia 
vorwiegend 16ploide Zellen (vielleicht kommen auch 32ploide vor); in Blatt 
und Achse der nicht sukkulenten Othonna arborescens fehlt dagegen Endo- 
polyploidie. Weiters sind die Wassergewebe in der Achse von Cereus 
spachianus nach Fenzl und Tschermak- Woess vorwiegend 16- und 


11 Die von der Autorin durchgefiihrte Strukturanalyse befriedigt nicht. Viel- 
leicht stellen die als vermehrte Nukleolen angesprochenen Gebilde Endochromo- 
zentren dar. 
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32-, vereinzelt auch 64ploid, und ahnlich liegen die Dinge bei Cereus macro- 
gonus und Mamillaria centricirrha (Czeik a, unver6ff.); schlieBlich wird 
das Mesophyll bei Crassula arborescens bis 16ploid. — Wie diese Auf- 
zahlung zeigt, besteht in vielen Fallen ein Zusammenhang zwischen Suk- 


ieied 
6, 


Abb. 6a—e. Kalanchoé Blossfeldiana. Blattquerschnitt a einer im Langtag, b einer 
im Kurztag gewachsenen Pflanze; keine Vermehrung der Zellschichten im Kurztag, 
sondern nur Steigerung der Endopolyploidie! c diploide Mitose aus dem Sprof- 
scheitel, d oktoploide Teilung (= héchste Polyploidiestufe) aus einem Langtagsblatt, 
e 32ploide Mitose aus einem Kurztagsblatt, Zellgrenzen bei d und e nur angedevtet 


(nach v. Witsch). 


kulenz und Endopolyploidie (unmittelbar zeigt er sich bei Kalanchoé); die 
groRen, zum Teil hoch polyploiden Zellen bewdhren sich offenbar recht gut 
als Wasserbehalter und Behilter fiir diinnen Schleim, doch kann, so wie in 
den Speichergeweben von Knolle und Endosperm, das gleiche Resultat auch 
mit anderen Mitteln erreicht werden. Das sukkulente Blatt von Kleinia 
(= Senecio) radicans baut sich namlich entgegen der Vermutung von 
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Jahn! ausschlieBlich aus diploiden Zellen auf; ebenso verhalten sich zwei 
weitere Kleinia-Spezies und Inula crithmoides (C zeik a, unveréff.). Von 
Interesse ware ein exakter Vergleich der Volumenverhiltnisse der Zellen 
in rein diploiden Geweben mit denen in endopolyploiden. Soviel man ohne 
Anstellung von Messungen gerade in den hochpolyploiden Wassergeweben 
sehen kann, besteht wohl eine deutliche Korrelation zwischen Polyploidie- 
grad und Zellvolumen, wobei sich die héchsten Polyploidiestufen und gré8- 
ten Zellen hiaufig in den innersten Gewebeschichten finden; andererseits 
zeigt aber auch das ausschlieflich diploide Blatt von Kleinia ein Ansteigen 
der Zellgrée nach innen zu und recht betrachtliche Unterschiede, wenn 
diese auch bei weitem nicht so extrem wie bei manchen Arten mit Endo- 
polyploidie sind. 

Im Unterschied zum Wassergewebe bleibt das Assimilationsparenchym 
bei Arten mit Endopolyploidie verhaltnismafig niedrig polyploid, was 
funktionell verstandlich ist, weil es hier eben auf die von Plastiden zu 
besetzende Oberflache und nicht auf das Volumen der Zellen ankommt. So 
ist es bei Rhoeo diploid (gegeniiber 4n im Wassergewebe) und bei Cereus, 
Mammillaria und Gibbaeum maximal oktoploid (gegen 16n, 32n und so- 
gar 64n; Czeika, unveroff.. Schlichtiger unverdéff.). Im schwach suk- 
kulenten, aber nicht in Assimilationsparenchym und Wassergewebe differen- 
zierten Mesophyll von Tetragonia expansa finden sich diploide und tetra- 
ploide Zellen (Tschermak-Woess u. Hasitschka 1954). Bei Zea 
mays diirfte es sich, nach den DNS-Messungen zu urteilen, aus diploiden 
und tetraploiden, bei Tradescantia nur aus diploiden Zellen zusammen- 
setzen (Swift 1950). 

VerhaltnismaRig grof ist die Zahl der Arten, bei denen die Polyploidie- 
verhaltnisse im Rinden- und Markparenchym von Wurzel und Achse ver- 
folgt wurden 12. Dies gilt insbesondere fiir die Wurzel: es wurden namlich 
bisher bei 62 Arten aus 19 Familien im ausdifferenzierten Parenchym der 
Rinde, des Markes oder beider polyploide Mitosen im Gefolge von Wuchs- 
stoffbehandlung oder der Bildung von Seitenwurzelanlagen beobachtet 
(Huskins 1947, Huskins u. Steinitz 1948 b, DAmato 1948, 
D'Amato u. Avanzi 1948, Dolcher 1950, DAmato 1950, 1952a, 
Avanzi 19514, Holzer 1952, Tschermak-Woess u. DoleZal 
1953, Tschermak-Woess u. Hasitschka 1954) 13, Rechnet man 
hiezu noch die Arten, bei denen nach Alteren, seinerzeit nicht oder nur zum 
Teil richtig verstandenen Beobachtungen und nach neueren Beobachtungen 
in den altesten Abschnitten des Meristems von Keimlingswurzeln bzw. von 
Wurzeln herangewachsener Pflanzen (in letzteren allerdings seliener) ge- 


12 Hier und im Fall der Trichome wird von dem Grundsatz der Gliederung nach 
der Funktion der Gewebe abgewichen, weil diese bei Rinden- und Markparenchym 
nicht einheitlich und auch nicht vollstandig geklart ist und bei den Trichomen eine 
Aufteilung nach der Funktion nicht praktisch wire. 

18 Daf auch die Wundreizmethode bei Wurzeln mit Erfolg angewendet werden 
kann, ergibt sich aus Resultaten von Tschermak-Woess und Hasitschka 
(1954, fiir Cucurbita), aber auch schon aus Versuchen von Némec aus dem Jahre 
1905, bei denen allerdings Fragestellung und Deutung dem damaligen Stand des 
Wissens entsprachen; ob seinen Feststellungen iiber hyperchromatische Mitosen im 
Meristem von Allium aus dem Jahre 1898 auch Endopolyploidie oder Teilungs- 
anomalien nach dem Muster der C-Mitose zugrunde liegen, laRt sich nicht ent- 
scheiden. 
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legentlich oder regelmaéfRig s pontane polyploide Mitosen mit paarweise 
angeordneten Chromosomen auftreten (Liste bei D'Amato 1952b, dazu 
Brabec und vielleicht auch Reese), so ergibt sich die stattliche Zahl von 
ungefahr 140 Arten aus 24 Familien 14. Dagegen fehlen bei 39 Arten (dar- 
unter Ginkgo und Azolla) Anzeichen fiir das Vorkommen von Endopoly- 
ploidie im Rinden- und Markparenchym der Wurzel (D'Amato 1950, 
Holzer, Tschermak-Woess u. DoleZal, Hasitschka). Aller- 
dings geben diese Zahlen die natiirlichen Verhaltnisse sicher nicht ganz rich- 
tig wieder, sondern es besitzen wohl relativ mehr Arten rein diploide 
Wurzelgewebe. Als héchste Polyploidiestufe fand sich im Rindenparenchym 
bisher 16-Ploidie, im Mark, abgesehen von den GefaRinitialen (vgl. weiter 
unten), Oktoploidie; letzteres bleibt namlich gewéhnlich niedriger poly- 
ploid oder iiberhaupt diploid. 

Die diploiden und polyploiden Zellen kénnen sich in verschiedener 
Weise iiber die einzelnen Schichten des Rindenparenchyms verteilen: 1. die 
relativ englumigen inneren und auferen Schichten sind ausschlieRlich oder 
vorwiegend diploid, die weitlumigen mittleren rein oder vorwiegend poly- 
ploid, und zwar gewohnlich ,gemischt“ polyploid (Aloé und viele andere 
Arten); nur bei Lolium perenne sind sie einheitlich tetraploid (Witte, 
Tschermak-Woess u. DoleZal); 2. bis zu sieben weitlumige, 
hauptsachlich polyploide (4n und 8n) Zellschichten liegen innen, bis sechs 
relativ englumige, zumeist diploide (nur einzelne Gruppen tetraploider 
Zellen kommen in ihnen vor) aufen; so verhalt sich Rhoeo discolor 
(Tschermak-Woess, unver6ff.); 3. keine deutliche Schichtung, immer- 
hin aber ein Vorherrschen der héher polyploiden und gréReren Zellen in 
den mittleren Lagen findet sich bei Beta und anderen Chenopodiaceen 
(Tschermak-Woess u. Dolezal). — Im Markparenchym besteht 
keine analoge Schichtung, die polyploiden Zellen liegen zerstreut zwischen 
den diploiden. 

DaB selbst das kurzlebige Gewebe der Wurzelhaube — iiber das 
hier eine kurze Bemerkung eingeschaltet werden mége — bei manchen 
Pflanzen endopolyploid wird, ist Angaben von Langlet iiber disomati- 
sche (= tetraploide) Mitosen mit gepaarten Chromosomen im Kalyptrogen 
von Cannabis sativa zu entnehmen, und auch die Beobachtungen von 
Favarger an zwei Silene-Arien sind wohl in gleichem Sinne zu deuten. 
Neuerdings fand auch Brabec bei Bryonia eine postendomitotische, tetra- 
ploide Mitose. Die Wurzelhaube von Zea enthalt wahrscheinlich tetra- und 
oktoploide Zellen, da Swift (1950) in ihr Ruhekerne mit 4C- und 8C- 
DNS-Werten findet; wie sie zustande kommen, ob durch Mitosehemmung 
oder e. P., ist zwar nicht bekannt, doch ist letzteres in Analogie zu den ein- 
gehender untersuchten Geweben anzunehmen. 

Fiir Rinden- und Markparenchym der Achse krautiger Pflanzen gilt 
im allgemeinen, daf so wie in den Parenchymen der Wurzel gewohnlich 


14 Wie erwahnt, kann man aus der paarigen Anordnung der Chromosomen in 
den meisten Fallen auf Endopolyploidie schliefen. Das Vorkommen von post- 
endomitotischen Mitosen in Keimlingsmeristemen berechtigt zur Annahme von 
Endopolyploidie der Dauergewebe, was aus den auf S. 824 angefiihrten und eini- 
gen weiteren iibereinstimmenden Befunden hervorgeht. — Ganz genaue Zahlen- 
angaben lassen sich hier aber nicht machen, da aus manchen Publikationen nicht 
sicher zu entnehmen ist. ob die beobachteten erhéhten Chromosomenzahlen auf 
Endopolyploidie basieren. 
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niedrige Polyploidiegrade vorkommen (Coleman 1950, Dolcher 1950, 
Meletti 1950, Resch 1952, Tschermak-Woess u. Hasitschka 
1953a, 1954, Bradley 1954, Fenzl u. Tschermak-Woess 1954 
sowie Altere, jetzt im Sinne von Endopolyploidie zu deutende Einzel- 
befunde 14*; es handelt sich maximal um Tetra-, Okto- oder 16-Ploidie. Bei 
manchen, auch nicht sukkulenten Pflanzen werden jedoch anscheinend auch 
héhere Grade erreicht. So gehéren die Ruhekerne im Mark von Geranium 
phaeum drei aufeinanderfolgenden Volumenkategorien einer Verdoppe- 
lungsreihe an, und da die der niedrigsten nach Verwundung 16ploide Mito- 
sen eingehen, sind die der héheren somit so gut wie sicher 32- und 64ploid 
(Tschermak-Woessu. Hasitschka 1954). — Wahrend im Liangs- 
verlauf der Wurzel (abgesehen von den noch nicht ausdifferenzierten 
Teilen) sich keine regelmaéRigen Unterschiede in den Polyploidieverhilt- 
nissen zeigen, bestehen solche nach Coleman in der Achse von Vicia faba 
zwischen Knoten und Internodien; besonders das Mark enthalt in den Kno- 
ten relativ wenige endopolyploide, und zwar bis oktoploide Zellen (1,2 bis 
3,2% der induzierten Mitosen sind polyploid), in den Internodien bis zur 
Mitte ansteigend bedeutend mehr (rund 50%); eine ahnliche, nur schwachere 
Tendenz zeigt sich auch im Rindenparenchym (5% gegeniiber 15—20%). 
Ebenso tritt bei Zebrina purpusii die Endopolyploidie in den Knoten im 
Vergleich zu den Internodien sehr zuriik (Fenzl u. Tschermak- 
W oess). — Auch in radialer Richtung ist das Verteilungsbild anders als 
in der Wurzel. Im Stengel bleibt namlich das Parenchym der Rinde niedri- 
ger polyploid als das des Markes und in letzterem steigen Polyploidiegrad 
und ZellgréRe haufig von aufen nach innen zu an. Doch kommt im Mark 
auch gerade das Umgekehrte vor, namlich bei Bryonia dioica, bei der die 
peripheren Teile 16n und 4n, die zentralen 2n sind (Tschermak- 
Woess u. Hasitschka 1954). Ob herangewachsene Pflanzen 
von Lathyrus odoratus und Lens esculenta mit den von Dolcher unter- 
suchten Samlingen iibereinstimmen, in denen das Mark im Unterschied 
zum Rindenparenchym diploid-bleibt, ware zu iiberpriifen. 

Was die parenchymatischen Zellen im Bereich der Gefa&biindel betrifft, 
so scheinen diese auch bei Pflanzen mit Endopolyploidie in den umgebenden 
Geweben gewoéhnlich diploid zu sein. So verhalten sie sich jedenfalls in 
Blattern von Rhoeo discolor (Geitler 1940 a) und Kalanchoé blossfeldiana 
(v. Witsch u. Fliige! 1952) und in der Achse einer Reihe von Pflanzen 
verschiedenster systematischer Zugehérigkeit (Fenzl u. Tschermak- 
W oess). Ob dies auch fiir die Siebréhrengeleitzellen gilt, ist allerdings 
fraglich. An deren Kernen stellt Resch (1954) bei Vicia faba eine mit dem 
Wachstum zunehmende Hyperchromasie fest und denkt an die Méglichkeit 
einer endomitotischen Chromosomenvermehrung, ohne jedoch aaf diesen 
Punkt weiter einzugehen. In der Frucht von Ornithogalum nutans beobach- 
tete Lauber in der Nahe der Gefafbiindel nur tetraploide Mitosen, im 
iibrigen Parenchym hoéher polyploide. Ob die Leitbiindelparenchymzellen 
von Acer pseudoplatanus tetraploid sind, wie Woll (1954b) annimmt, 
ware noch zu iiberpriifen. 


Wenn im folgenden die AbschluBgewebe behandeli werden sollen, so 


14a Kine weitere Publikation (E. Castiglia, Sulla poliploidia istologica nei 
vegetali: osservazione in Scilla obtusifolia Poir. Caryologia 7, 1955), die die 
Endopolyploidie in der Achse von Papaver und in der Wurzel von Scilla zum 
Gegenstand hat, konnte im Text nicht mehr beriicksichtigt werden (Zus. bei d. Korr.). 





814 Elisabeth Tschermak-Woess 


ware zunachst iiber die Epidermis folgendes zu sagen. Obzwar sich in ihr 
nur selten Mitosen induzieren lassen (so z. B. nach Resch, 1952, bei Vicia 
faba, Impatiens balsamina und Cleome spinosa) und anscheinend noch sel- 
tener als in anderen Geweben spontane Mitosen auftreten, so kann man bei 
den meisten Pflanzen aus dem Ausbleiben von KernvergréRerung und 
Chromatinzunahme schliefen, daf sie diploid bleibt (Geitler 1940 a, b, 
Lauber, Jahnl, Resch 1952, Fenzl u. Tschermak-Woess, 
Tschermak-Woess u. Hasitschka 1954). Ausnahmen bilden: die 
Stengelepidermis von Lens esculenta (Dolcher) und Vicia faba 15, letz- 
tere mit zumeist oktoploiden, einzelnen kleineren diploiden und tetra- 
ploiden und grofen, wahrscheinlich 16ploiden Zellen (Resch 1952, Fenzl u. 
Tschermak-Woess); weiters wahrscheinlich die Epidermis des Sten- 
gels und Blattes von Cucumis melo (Ervin, 1939, beobachtete, allerdings 
nicht haufig, spontane tetraploide Mitosen an jungen SproRabsdhnitten), die 
der Achse sowie der Frucht und des Samens von Ornithogalum nutans 
(Lauber, Fenzl u. Tschermak-Woess) und schlieflich die Blatt- 
epidermis von Portulaca grandiflora und Anacampseros filamentosa; erstere 
enthalt bis zu 32ploide, letztere maximal oktoploide Zellen (Czeika un- 
veréff.). Bei Gibbaeum heathii fallt auf, da die Epidermis der Keimblatter 
endopolyploid ist (bis 32n), wahrend sie an den Folgeblattern diploid 
bleibt (Schlichtinger unverdff.). Besondere Verhialtnisse liegen bei 
der Epidermis des Appendix von Sauromatum guttatum vor, deren 
Zellen, wohl im Zusammenhang mit ihrer gesteigerten Funktion 
(naémlich zuerst Speicherung von Reservestoffen, dann zu Beginn der 
Anthese rascher Abbau derselben und schlieflich Duftausscheidung, aufer- 
dem auch intensive Produktion von Anthocyan), auffallend groR und hoch 
polyploid, auf Grund des Vergleiches mit den Papillen der Spatha (siehe 
unten) schitzungsweise 64- bis 128ploid werden. Dort, wo die Epidermis 
nur als AbschluRgewebe fungiert, namlich an der Aufenseite der Hiill- 
blatter, bleiben ihre Zellen dagegen kleiner und machen die Kerne nur 
maximal zwei Endomitosezyklen durch (Graf] 1939, Tschermak- 
W oess). SchlieRlich halten v. Witsch und Fliigel (1952) nach den 
Ausmaffen der Kerne und der nicht auszahlbaren Teilungsfiguren die Laub- 
blattepidermis von Kalanchoé blossfeldiana fiir tetraploid. — Eine haufige 
Ausnahme von der Regel, da& die Epidermis gewéhnlich diploid bleibt, 
diirften auch die Samenepidermen bilden. Sie werden namlich bei vielen 
Arten, dem Augenschein nach, polyploid; doch steht in den meisten Fallen 
noch die genauere Uberpriifung aus. Nur bei Melandrium viscosum gingen 
Geitler (1941) und Tschermak-Woess und Hasitschka (1954) 
etwas naher auf die Samenepidermis ein. Auf Grund des Vergleiches mit 
anderen Geweben ist sie schatzungsweise 16- oder 32ploid. 

Das gleiche wie fiir die Epidermis von Achse und Blatt gilt fiir die 
Rhizodermis. Auch in ihr spielt sich allem Anschein nach nur bei 
wenigen Arten e. P. ab (negative Angaben z. B. bei D'Amato 1952 a, 
Holzer, Tschermak-Woess u. DoleZal). Spontane tetraploide 
Mitosen neben diploiden in den Adltesten Teilen des Meristems erwahnen 
Langlet fiir Cannabis sativa, Witte fiir Chenopodium album und 
Atriplex patula und Berger und Witk us (1950) fiir Albizzia julibrissin. 
Geitler (1940a) beobachtete im Dermatogen der Wurzel von Trianea 

15 In der Epidermis von Vicia faba laBt sich nach eigenen unveréffentlichten 
Beobachiungen auch relativ leicht der endomitotische Strukturwechsel verfolgen. 
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bogotensis vereinzelte tetraploide Mitosen in Zellen, die er auf Grund ihrer 
Lage als zukiinftige Trichozyten ansprach. Diese Auffassung muf jedoch 
als iiberholt angesehen werden, denn die Trichozyten entstehen im Verlauf 
einer differentiellen diploiden Teilung, der nie eine Dedifferenzierung oder 
eine weitere Zellteilung folgt, die etwa zwei unmittelbar nebeneinander 
liegende sekundare Trichozyten ergibt (Tschermak - Woess u. 
Hasitschka 1953a). Es handelt sich bei den betreffenden Zellen also 
um endopolyploide Atrichozyten. Dies geht auch aus unverdffentlichten 
cytomorphologisch-volumetrischen Untersuchungen von Hasitschka her- 
vor: ein kleiner Prozentsatz der Atrichozyten ist tetraploid, und diese lie- 
gen haufig angrenzend an Trichozyten. 





Abb. 7a—c. Bryonia dioica. a Klebstoffhaar von der Anthere mit 256ploider 
Basalzelle, b Kern der Basalzelle und.c diploider Kern einer Epidermiszelle bei 
stirkerer VergréRerung (nach Tschermak-Woess u. Hasitschka 1954). 


In bezug auf die Sto mata ist bisher noch kein einziger Fall von Endo- 
polyploidie bekannt geworden. Zwar werden sie in den meisten einschla- 
gigen Arbeiten nicht eigens erwahnt, doch diirfte nach den Erfahrungen am 
hiesigen Institut Endopolyploidie in ihnen ganz allgemein fehlen. Auch bei 
denjenigen Pflanzen, bei denen die iibrige Epidermis polyploid wird, blei- 
ben sie diploid, was man aus der Beschaffenheit ihrer Kerne entnehmen 
kann, die keineswegs gréRer und chromatinreicher und hiufig sogar kleiner 
und dichter als andere diploide Kerne werden (Resch 1952 fiir Vicia faba, 
Geitler 1941 und Tschermak-Woess fiir Sauromatum guttatum). 
Die Nebenzellen nehmen bei diesen Arten eine Mittelstellung ein, indem sie 
diploid oder relativ niedrig polyploid bleiben. Dies hangt damit zusammen, 
daf& die Spaltéffnungsinitialen am langsten mitotisch teilungsfahig bleiben, 
wie Biinning es ausdriickt, Meristemoide darstellen, was zur charakte- 
ristischen Musterbildung beitrigt. 
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Durch eine besonders auffallende VergréRerung der Zellen und Kerne 
bei gleichzeitiger sehr betrachtlicher Zunahme der chromatischen Sub- 
stanz zeichnen sich manche Trichome aus, was z. B. schon aus Untersuchun- 
gen von Yampolsky (1937) an Mercurialis annua hervorging und die 
Annahme von Endopolyploidie nahelegte 1*, ferner den Beobachtungen von 
Jakowska (1949b) an drei Cruciferen zu entnehmen ist und was wei- 
ters Geitler (1940 a) bei Epidendrum sowie Lauber bei Blumenbachia 
und Lagenaria im Sinne von Endopolyploidie deuteten. Unter Zuhilfenahme 
der eingangs geschilderten cytomorphologisch-volumetrischen Methoden 
— auf Wundreiz reagieren nur die diploiden Trichome einiger weniger 
Arten — lassen sich Polyploidiegrade bis zu 256 n feststellen, letztere in den 
Brennhaaren von Urtica caudata und U. pilulifera sowie in den — aller- 
dings etwas weniger genau untersuchten — basalen Zellen der Klebstoff- 
haare an den Antheren von Bryonia dioica (Abb. 7). 128-Ploidie findet sich 
bei Cucurbita pepo (mehrere nicht ganz apikal gelegene Zellen der Tri- 
chome an den Korollblattern), Bryonia dioica (Basalzellen der Staubfaden- 
haare) und Urtica dioica (Brennhaare). Daran lieRe sich noch eine Reihe 
von Beispielen fiir das Vorkommen niedrigerer Polyploidiegrade fiigen 
(Weberu. Deufel 164, Tschermak-Woessu. Hasitschka 1935a, 
1954, Deufel). Auch finden sich hohe Grade entgegen der Vermutung von 
Deufel nicht etwa nur bei sezernierenden Trichomen, wie den oben er- 
wahnten, sondern es tritt z. B. 64-Ploidie unter anderem in den einzelligen 
spieRférmigen Trichomen von Urtica pilulifera und Sinapis alba auf, in 
denen allem Anschein nach, abgesehen von dem enormen Wachstum, keine 
besonderen Stoffwechselvorginge ablaufen. Als Ausdruck von Endopoly- 
ploidie ist wahrscheinlich auch das Vorkommen von 4C- und 8 C-DNS- 
Werten in den nicht mehr mitotisch aktiven Staubfadenhaaren von Trades- 


16 Sie laBt sich durch den Vergleich mit den nachweisbar endopolyploiden Kernen 
aus dem Achsenmark unterbauen (Tschermak-Woessu. Hasitschka 1954). 

%a Weber und Deufel finden bei Achillea millefolium (wohl sensu lato) 
in den Driisenhaaren eine analoge Volumenzunahme der Kerne wie in Wurzel- 
spitzen im Gefolge kiinstlicher Polyploidisierung (Colchicinbehandlung). Ob man 
daraus, so wie Weber und Deufel es tun, auf Tetraploidie der Trichome 
schlieBen kann, erscheint der Verfasserin zweifelhaft. Aus der Struktur der Ruhe- 
kerne lassen sich nach eigenen Untersuchungen an drei Kleinarten (naimlich 
der diploiden Achillea setacea, der tetraploiden A. collina und der hexaploiden 
A. millefolium s. str. — vgl. Ehrendorfer 1953) keine zwingenden Schliisse 
ziehen, da die vergréRerten Kerne relativ locker gebaut sind, andererseits aber 
auch etwas vergréRerte und vielleicht auch mehr Chromozentren enthalten. Dies 
kann sowohl durch Chromosomanwachstum wie durch e. P. bedingt sein. Wenn 
Endopolyploidie vorliegt, so miiRten sich Endomitosen finden. Untersuchungen der 
Verfasserin in dieser Richtung waren erfolglos, doch mii&te wohl noch mehr 
Material analysiert werden. Dagegen lieBen sich in den Endzellen der Glieder- 
haare bei Achillea setacea (die anderen Kleinarten verhalten sich allem Anschein 
nach gleich) Endomitosen eindeutig feststellen. Sie laufen zu Beginn der Zell- 
streckung ab, wahrend — nach der intensiven Farbbarkeit zu urteilen — noch 
Plasmawachstum erfolgt. Wahrscheinlich vollzieht sich nur ein einziger endomitoti- 
scher Teilungsschritt. Spater setzt unter Verkleinerung des Kernes Degeneration 
des Zellinhaltes ein. Weber und Teufel kommen im Gegensatz dazu auf 
Grund von Messungen an 4lteren Gliederhaaren zu dem Schluf, daf ihre Kerne 
diploid bleiben. 
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cantia paludosa zu betrachten (Swift 1950). In den Trichomen vieler 
anderer Arten vollzieht sich keine e. P. (Resch 1952, Tschermak- 
Woess u. Hasitschka 1954, Deufel): da es in manchen Fallen 
trotzdem zu einer bedeutenden VergréRerung der Kerne kommt — ganz 
extrem ist diese bei den einzelligen Trichomen von Pulmonaria stiriaca —, 
beruht im wesentlichen auf einer Vermehrung des extrachromosomalen Ma- 
terials. — Schlieflich waren in diesem Zusammenhang noch die endopoly- 
ploiden Papillen von Blatt und Achse bei Tetragonia expansa und an der 
Spatha von Sauromatum guttatum, letztere mit 64- und 128-Ploidie, zu er- 
wahnen (Tschermak-Woessu. Hasitschka 1954, Tschermak- 
W oess). 

Interessant im Hinblick auf die Frage, ob es Endomitosen stimulierende 
Substanzen gibt, sind besonders die einfach aus Trichomrasen bestehende 
Erineum-Galle und auch die etwas komplizierter gebaute, durch Trichome 
verschlossene Ceratoneon-Galle auf Acer pseudoplatanus (W011 1954b). 
Beide besitzen Trichome, die anscheinend endopolyploid werden (der exakte 
Nachweis durch Feststellung der Endomitose und genaue Volumenbestim- 
mungen steht allerdings noch aus). Der Haarfilz der Erineum-Galle ent- 
steht, indem Epidermiszellen in der Umgebung der Saugstelle der Gall- 
milbe zu einzelligen Haaren auswachsen, wobei sich der Kern betrachtlich 
vergroRert und stark farbbar, also wohl chromatinreich wird. Es erfolgt 
also eine stoffliche Einwirkung des Parasiten, die anscheinend unmittelbar 
endomitotisches Wachstum auslést 16. 

Lebhaftes Interesse erweckte schon seit langem die Kernstruktur in den 
Trichozyten mancher Helobiae (z. B. Milovidov 1936, Geitler 1938). 
Doch erst mit zunehmender Kenntnis von der e. P. lief sie sich richtig deu- 
ten (Geitler 1940 a, 1948/50, Tschermak-Woessu. Hasitschka 
1953 a): die groRen Kerne der voll entwickelten Trichozyten enthalten locker 
gebaute Endochromozeniren, die zum Teil noch zu Sammelbildungen zu- 
sammenschlieRen, und auferdem unregelmafig verteiltes Euchromatin. 
Nach der Zahl der in ihnen ablaufenden Endomitosen sind sie bei Trianea 
bogotensis, Hydrocharis morsus-ranae und Stratiotes aloides 32ploid. Eine 
bemerkenswerte Entwicklung machen die Kerne der Trichozyten von Pota- 
mogeton natans und dreier Elodea-Arten durch; sie wachsen namlich rhyth- 
misch, wie es bei e. P. iiblich ist, heran, ihre Chromozentren werden aber 
statt gréBer allmahlich kleiner und anukleal. Da bei einer anderen Pota- 
mogeton-Art, Potamogeton densus, ganz so wie in typischen Fallen der e. P. 
Kern und Chromozentren sich parallel vergréfern, kann man wohl diese 
Trichozyten und in Analogie die von P. natans und den drei Elodea-Arten 
als endopolyploid ansprechen; das scheinbare ,,Verschwinden* der Chromo- 
zentren bei den letzteren ware besonderen Zustandsanderungen zuzuschrei- 
ben, doch lat sich ein rhythmisches Wachstum der extrachromosomalen 
Substanzen als alleinige Ursache nicht vollig ausschlieBen (T sc hermak- 
Woess u. Hasitschka 1954). Bei zahlreichen anderen Arten, darunter 
auch vier Farnen, finden sich nur diploide Trichozyten. 

16b In einer vorlaufigen Mitteilung berichtet neuerdings Anders iiber ,,Zyto- 
logische Untersuchungen an der Reblausgalle* (Experientia 11, 1955). Das Wachs- 
tum der Galle geht offenbar nur auf endomitotische Kern- und Zellvergréferung 
zuriick und es werden Polyploidiegrade bis 128n und wahrscheinlich sogar bis 
256n erreicht — ermittelt auf Grund der Volumenverhiltnisse der Kerne; die 
genaue Strukturanalyse steht noch aus (Zusatz bei der Korr.). 

Protoplasma, Band XLVI/i—4 52 
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Damit sind, abgesehen vom Antherentapetum, auf das weiter unten 
eingegangen wird, alle bisher in gréRerem Rahmen und eingehend behan- 
delten Gewebe besprochen und wiren im folgenden nur noch einige Einzel- 
befunde hinzuzufiigen. 

So waren von weiteren AbschluRgeweben zunichst Exo- und Endodermis 
zu nennen. Die Exodermis wird in den meisten Publikationen iiber Endo- 
polyploidie in Wurzeln nicht eigens erwahnt, wohl deshalb, weil sie sich 
nicht abweichend vom iibrigen Rindenparenchym verhalt. Nur D’A mato 
(1952 a) fiihrt an, daff sie bei zwei Tradescantia-Arten tetraploid ist und 
vielleicht auch oktoploide Zellen enthalt, wahrend das iibrige Rinden- 
parenchym blof aus diploiden und tetraploiden Zellen besteht und der 
Anteil der diploiden rund 70% bzw. 50% betrigt. Bei Rhoeo discolor ist sie 
praktisch einheitlich tetraploid, die Zellen der angrenzenden Rindenschich- 
ten bleiben dagegen, wie oben erwahnt, in der Mehrzahl diploid (unveroff. 
Beob.). Die Endodermis seizt sich bei der iiberwiegenden Zahl von Pflanzen 
aus diploiden Zellen zusammen; nur bei Ornithogalum nutans-boucheanum 
sind einzelne tetraploide eingestreut und bei fiinf weiteren Arten herrschen 
die tetraploiden vor (DAmato u. Avanzi, Holzer, Tsehermak- 
Woess u. DoleZal). Daf sich bei Pflanzen mit Endopolyploidie an der 
Bildung des Wundkorkes regelmafig endopolyploide Zellen beteiligen, geht 
schon aus dem methodischen Teil hervor. Im iibrigen ist iiber sekundire 
AbschluBgewebe ebenso wie iiber andere sekundare Gewebe nichts be- 
kannt. 

Auch iiber mechanische Gewebe fehlen noch Untersuchungen; nur iiber 
das Kollenchym im Stengel von Solanum lycopersicum berichtet bereits 
Winkler 1916; er entdeckte darin oktoploide und 16ploide Mitosen, ver- 
mutete aber enisprechend dem damaligen Stand des Wissens, daf die Er- 
héhung der Chromosomenzahl auf Kernverschmelzungen in zweikernigen 
Zellen zuriickzufiihren sei. Nach Fenzl und Tschermak- Woess be- 
steht das Kollenchym bei einer anderen Sorte von Solanum lycopersicum 
aus tetraploiden und oktoploiden Zellen und zeigt sich in Prophasen die 
fiir postendomitotische Mitosen charakteristische Biindelung von zwei bzw. 
vier Chromosomen. 

Fiir das Leitgewebe, und zwar fiir die GefaRanlagen von Allium cepa 
und Asplenium decussatum, sind erstmalig von Némec (1905, 1910) 
.hyperchromatische“ Mitosen beschrieben worden. Die Teilungsauslésung 
gelingt also hie und da auch bei Zellen, die sich schon auf eine ganz spezielle 
Funktion vorbereiten (vgl. dazu S. 799). Daf die ..Hyperchromasie“ bei 
Allium auf e. P. zuriickgeht, ist inzwischen mehrfach und von D’A mato 
und A vanzi speziell fiir die GefaRinitialen erwiesen (axiale Reihe groRer 
Zellen im Zentralzylinder mit 8 n-Mitosen — siehe unten); ob fiir Asplenium 
decussatum das gleiche gilt, laRt sich zufolge der mangelnden Kenntnis der 
karyologischen Anatomie der Farne nicht abschatzen. Daf endopolyploide 
GefaRanlagen ausnahmsweise auch spontan Mitosen eingehen, ergibt sich 
aus einer alteren Beobachtung von Langlet an Cannabis sativa und aus 
neueren Befunden Geitlers (1940 a) fiir Trianea. Auch bei Sauromatum, 
Echinocystis, Cucurbita, Ricinus und vielen anderen Monokotylen werden 
die GefaRanlagen héchstwahrscheinlich endopolyploid, z. T. hoch polyploid 
(Grafl 1940, Scott 1939/40, 1942/43; vgl. auch Avanzi, Holzer, 
Tschermak-Woess und DoleZal iiber zentrale Reihen von Zellen 
mit groBen Kernen — das sind spiater gebildete GefaRinitialen — im Mark 
vieler Monokotylen), doch lassen sich diese Angaben nur bei Zea mays pra- 
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zisieren, bei welcher Swift (1950) in GefaRinitialen der Wurzel DNS- 
Werte von 16C und 32C fand, was bei der Ubereinstimmung von cyto- 





Abb. 8a—c. Lupinus polyphyllus. a oberer Teil eines alteren Embryos mit 

Suspensorzellen, b wahrscheinlich 64ploider Kern eines alten Suspensors mit zwei 

dichten SAT-Endochromozentren am Nucleolus und etwas weniger dichten Endo- 

chromozentren im iibrigen Kernraum, c diploider Kern aus einer Epidermiszelle 
eines dlteren Embryos (nach Geitler 1941). 


oa 
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morphologischen und mikrophotometrischen Daten im Wurzelparenchym 
(A vanzi einerseits, Swift 1950 andererseits) ohne weiteres im Sinne 
von 16- und 32-Ploidie aufgefaft werden kann. 

Noch weniger als iiber die GefaRinitialen laRt sich tiber die Siebréhren- 
anlagen aussagen. Bei Vicia faba degenerieren ihre Kerne, ohne vorher 
Anzeichen von e. P. zu zeigen (Resch 1954); bei Acer pseudoplatanus halt 
W oll (1954b) sie auf Grund der KerngréRe und der Nukleolenzahl fiir 
tetraploid, ohne jedoch die Zahl der SAT-Chromosomen im diploiden Satz 
oder die Zahl der Nukleolen in friihen diploiden Telophasen zu iiberpriifen, 
was als Voraussetzung unbedingt nétig wire. 

Von Sekretzellen und Sekretionsgeweben haben in bezug auf die e. P. 
bisher nur die Raphidenzellen und Zellen mit Kristalldrusen von Kalzium- 
oxalat Beachtung gefunden. Hiaufig diirften die Raphidenzellen héher poly- 
ploid als die umgebenden Gewebe sein, z. B., wie nach GréRe und Chro- 
matingehalt zu schlieRen ist, in der Wurzelrinde, im Appendix, in der 
Spatha und in der Antherenwand von Sauromatum guttatum (G ra f | 1940, 
Geitler 1941 und eigene unver6ff. Beob.). Bei Galtonia candicans und 
Chlorophytum comosum zeigen sich Unterschiede je nach der Lage der 
Raphidenzellen in inneren oder duBeren Teilen des Rindenparenchyms der 
Wurzel. In den inneren Reihen weichen sie im Polyploidiegrad nicht von 
den umgebenden Zellen ab (2n- und 4n-Mitosen), in der duBersten sind sie 
tetraploid und oktoploid, die iibrigen Zellen diploid. Niedriger polyploid 
als das iibrige Rindenparenchym, nimlich iiberhaupt diploid bleiben die 
Raphidenzellen bzw. Kristalldrusen fiihrenden Zellen bei Aloé arborea und 
Hoya carnosa (Tschermak-Woess u. DoleZal). Es sind also auch 
hier wieder die verschiedensten Miglichkeiten verwirklicht. 

Da bei einer ganzen Reihe von Insekten ganz besonders hohe Grade von 
Endopolyploidie speziell in Driisenzellen und -geweben aufireten, wird 
vielfach angenommen, daf auch bei Pflanzen ein Zusammenhang zwischen 
Driisenfunktion und Endopolyploidie besteht. Zugunsten dieser Auffassung 
kann man die zum Teil bereits erwahnten Driisenhaare von Cucurbitaceen, 
Labiaten, Caryophyllaceen, von Achillea millefolium u. a. anfiihren 
(Weberu. Deufel, Tschermak-Woessu. Hasitschka 1953 a, 
1954, Deufel 1954; iiber Achillea vgl. allerdings die Fufnote auf S. 816). 
Auch die hochpolyploiden Papillen bzw. Epidermiszellen der Spatha 
und des Appendix von Sauromatum und anderen Araceen iiben u. a. 
Driisenfunktion aus (vgl. S. 814). Weiters enthalten offensichtlich hoch 
polyploide Kerne die Suspensorhaustorien von Lupinus und 
Capsella und _ héchstwahrscheinlich vielen anderen Arten (Abb. 8, 
Geitler 1941, vgl. auch Schnarf), Organe, die zwar _ haupt- 
sachlich der Stoffaufnahme dienen, aber auch Substanzen abscheiden miis- 
sen, die das umgebende Gewebe auflésen, und das gleiche gilt fiir die 
Endospermhaustorien, von denen in bezug auf den Kernbau bis- 
her zwar nur ein Fall von Grafl (1940) naher untersucht wurde — sie 
halt den Haustorialkern von Arum maculatum fiir besonders hoch poly- 
ploid —, die aber sicher bei vielen Familien endopolyploide Kerne besitzen 16°. 


%e Steffen (1955) halt die Kerne des Mikropylarhaustoriums von Pedi- 
cularis palustris auf Grund ihrer Struktur und Groéfe fiir schaétzungsweise 192- 
bis 384ploid, die Kerne des Chalazalhaustoriums fiir etwa 96ploid. Im Endothel 
(das ist bekanntlich die innerste, besonders ausgebildete Schichte des Integumentes, 
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In diesem Zusammenhang waren auch die grofen, schon in der alteren embryo- 
logischen Literatur erwahnten Antipoden zahlreicher Arten zu nennen, die 
offenbar Driisenfunktion haben. Ihre Kerne wachsen bei manchen Arten, 
wie Caltha palustris durch Spindelverschmelzung wihrend zusatzlicher Mi- 
tosen heran (Graf | 1941). Bei Papaver rhoeas, mehreren Aconitum-Spezies 
und Delphinium (und wahrscheinlich bei vielen anderen Arten) vergréfern sie 
sich durch e. P. sehr auffallend, bei Paraver nachweisbar bis zu 128-Ploidie 
(Hasitschka unverdff. und eigene noch nicht verdéff. Beobachtungen). 

Auch das Antherentapetum, ein typisches Driisengewebe, wird regel- 
mafig polyploid, wobei von verschiedenen Arten verschiedene Wege der 
Polyploidisierung eingeschlagen werden. Im zellularen Tapetum lau- 
fen namlich einerseits bis zu zwei typische Endomitosen ab, so da die voll 
entwickelten Tapetumzellen durchwegs einkernig und diploid, tetraploid und 
oktoploid sind (nach Carnie 1952, 1954 Lupinus und offenbar viele andere 
Papilionaceen, Manettia, Helleborus, Delphinium, Allium u. a). Andererseits 
wird bei vielen Arten nach Beendigung der Zellteilungen die mitotische 
Kernteilungstatigkeit noch fortgesetzt, indem noch zwei oder drei Kern- 
teilungsschritte ablaufen. Dadurch werden die Tapetumzellen mehrkernig, 
doch bleibt die Zahl der Kerne meist niedrig (oft betragt sie zwei, in beson- 
deren Fallen in einigen Zellen sogar nur eines), weil es infolge Raummangels 
zur Vereinigung von Kernspindeln und einander beriihrender Anaphase- 
platten kommt und weiters bei vielen Arten die Mitosen abnorm verlaufen, 
indem sie friihzeitig, im Extrem schon wahrend der Prophase, abgebrochen 
werden — d. h. es kommt zur Bildung sogenannter Restitutionskerne. Da der 
chromosomale Formwechsel wahrend der Bildung von Restitutionskernen 
zum Teil demjenigen ahnlich ist, der sich wahrend der Endomitose bei man- 
chen Tieren zeigt, wurde er von mehreren Autoren, besonders nachdriicklich 
von D'Amato (1952b, 1954), im Sinne von Endomitosen gedeutet, doch 
laRt sich diese Auffassung bei genauerer Kenntnis der ,,echten Angiosper- 
menendomitose* jetzt wohl nicht mehr halten (im einzelnen vergleiche iiber 
die Tatsachen, Deutungen und strittigen Punkte Geitler 1949, 1951, 
1953 a, b, 1954, DA mato 1952b, 1954, Carnie] 1952, 1954, Mechelke 
sowie die zusammenfassende Darstellung von Carniel, im Druck, und 
die dort zitierte Literatur). Besonders hervorzuheben ist aber in diesem 
Zusammenhang, daf nach Restitutionskernbildung wahrend der P ro- 
p hase in wieder anlaufenden Mitosen die Schwesterchromosomen neben- 
einander liegen und zu zweit an der Spindelansatzstelle vereinigt sein kén- 
nen, also ganz so wie in postendomitotischen Mitosen, und da es 
besonders bei Vorhandensein von proximalem Heterochromatin zur Bildung 
von mehrwertigen Chromosomenbiindeln in den spaiteren Mitosen kommen 
kann. Die polyploiden Ruhekerne unterscheiden sich in diesen extremen 
Fallen nicht von endomitotisch entstandenen (vgl. Carnie! 1952 iiber 
Cassia laevigata). Auch die Kerne des periplasmodialen Tapetums werden, 
soweit bisher bekannt, zum Teil durch Restitutionskernbildung polyploid. 


die nach Auflésung des Nuzellus bei voller Entwicklung des Embryosackes 
diesen umgibt), einem Gewebe, dem von manchen Autoren auch Driisenfunktion 
zugeschrieben wird, findet er rhythmisches Kernwachstum im Zusammenhang mit 
dem endomitotischen Strukturwechsel; daraus ergibt sich fiir das voll ausgebildete 
Endothel das Vorherrschen von 16-Ploidie, daneben kommt maximal 32-Ploidie vor 
(Zus. bei d. Korr.). 
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Abb. 9. Rhoeo discolor. Langsschnitt durch 

die Wurzelspitze (die beiden geschwunge- 

nen Linien begrenzen ungefahr die Region, 

in der sich Edomitosen abspielen: Kerne in 

Endomitose schwarz, W  Wurzelrinde, 

K Kalyptra). — Original, Alk.-Eisessig. 
Essigkarmin. 


Angaben von Painter iiber 
Endomitosen bei Rhoeo beruhen, 
wie Carniel (1952) nachwies. 
auf einem Irrtum. 

Auch das Skutellum der Gra- 
mineenembryonen iibt sowohl Se- 
kretions- wie Absorptionsfunktio- 
nen aus; es enthalt bei Zea, wie 
aus den DNS-Messungen zu schlie- 
Ren ist, diploide bis 16ploide 
Kerne (Abb. 3, Swift 1950). 

So weit reichen die positiven 
Angaben’ iiber endomitotische 
und auf anderem Weg erreichte 
Polyploidisierung in Zellen und 
Geweben mit Driisenfunktion. 
Diesen kann man jedoch zahl- 
reiche gegenteilige gegeniiberstel- 
len. Die meist kleinzelligen, rein 
diploiden Nektarien vieler Pflan- 
zen sind sicher diploid (Deuf el, 
eigene Beobachtungen). Ferner 
waren die Verdauungsdriisen an- 
zufiihren, die kompliziertere or- 
ganische Substanzen abscheiden, 
aber allem Anschein nach diploid 
bleiben, so z. B. bei Drosera, Ne- 
penthes und Pinguicula (eigene 
unveroff. Beob.). Auchin den K6pf- 
chenhaaren vieler Arten (Corylus. 
Humulus, Salvia, Nicotiana, Pen- 
tastemon, Digitalis u. a.) unter- 
bleibt die e. P. (Tschermak- 
W oess u. Hasitschka 1954): 
das Képfchen baut sich dann in 
der Regel aus mehreren Zellen 
auf, wihrend endopolyploide 
Koépfchen haufig einzellig sind 
(Hasitschka, unverdff.) 17. Es 
gibt aber auch endopolyploide 
mehrzellige Képfchen, wie z. B. 
bei Cucurbita pepo (eigene un- 
veroff. Beob.). 

Die Differenzierung von Drii- 
sengeweben kann also auf fol- 
gende Weise durchgefiihrt wer- 
den: 1. allein unter Vermehrung 


17 Die Kletterhaare an der Achse 
von Humulus werden endopolyploid 
(Hasitschka, unverdffentlicht). 
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diploider Zellen; 2. unter Wachstum mit Polyploidisierung, und schlieRlich 
3. unter Kombination beider, also unter Zellvermehrung und Polyploidi- 
sierung. Die hier zusammengestellten Daten sprechen gegen die allgemeine 
Giiltigkeit der Hypothese De ufels, wonach Endopolyploidie in sezernie- 
renden Zellen dann fehlen soll, wenn Schleim oder Zucker abgeschieden 
oder anorganische Stoffe abgelagert werden, wahrend, wie er wohl meint, 
die Absonderung komplizierter gebauter Substanzen mit Endoploidie 
einhergeht. 


3. Vergleichende Entwicklungsgeschichte 


In den Bildungsgeweben von Sprof und 
Wurzel zeigen sich die ersten Endomitosen bzw. 
die ersten endopolyploiden Zellen erwartungs- 
gemaéf je nach Gewebe und Gewebeschicat in 
verschiedener Distanz von der Spitze. Es ist eine 
gelaiufige Tatsache, daft beispielsweise in den 
Wurzeln von Allium cepa die Gefafinitialen 
schon sehr nahe von der Wurzelspitze sich durch 
ihre Zell- und KerngréRe sowie gesteigerten 
Chromatingehalt vor den iibrigen Zellen des 
Pieroms auszeichnen (wie auf S. 818 ausgefiihrt. 
gehen sie auch polyploide Mitosen ein). Die 
Verhaltnisse im Dermatogen und Periblem von 
Rhoeo discolor gibt Abb. 9 wieder. Sie zeigt, wie 
im Dermatogen die Mitosetatigkeit lange an- 
halt. wie sie dagegen in den inneren Periblem- 
schichten bald zugunsten der Endomitosetatig- 
keit eingestellt wird und wie sich in den auBeren 
Periblemschichten — abgesehen von der zu- 
kiinftigen Exodermis — die Mitosen iiber eine 
lange Zone erstrecken und hier die Endomitose- 
tatigkeit zuriicktritt. Auch im Sprofscheitel und 
in anderen Organen wird das endomitotische 
Wachstum bestimmter Gewebeteile durch ein 
langer wahrendes Zellteilungswachstum anderer 
kempensiert (Resch 1952 fiir Epidermis und 
Subepidermis am Sprof von Vicia faba, 
Tschermak-Woess fiir die Spatha von 
Sauromatum; weiiers ist dies indirekt zu ent- 





Abb. 10. Kniphofia nata- 
lensis, Langsschnitt durch 
das Mark der Bliiten- 
standsachse (Streckungs- 
zone), Mutterzellen zei- 
gend, in denen Mitosen 
und Endomitosen in ver- 
schiedener Kombination 


nehmen aus Angaben von Lauber einerseits 
und Sinnott 1939, 1942 andererseits fiir Cu- 
curbitaceenfriichte). Die Kompensation kann so 
weit gehen wie im jungen Achsenmark von 
Kniphofia natalensis, wo von zwei Schwester- 


und Reihenfolge verlaufen 
sind bzw. eben ablaufen — 
tetraploide Prophase rechts 
unten! Nach Fenzl und 
Tschermak- Woess.) 


zellen entweder beide eine Mitose oder beide eine 

Endomitose durchmachen kénnen oder die eine sich endomitotisch vergré- 
Bert, wahrend die andere sich mitotisch teilt (Abb. 10). Auch in der Rhizo- 
dermis von Trianea diirften ahnliche Beziehungen bestehen. Geitler (1941, 
S. 44, 45) meint namlich, daB der Trichoyztenkern ebenso viele Endomitosen 
wie der Kern der Schwesterzelle Mitosen durchmacht. Danach waren im 
Endzustand zwischen den 32ploiden Trichozyten 16 Atrichozyten zu erwar- 
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ten; doch finden sich meist weniger, was Geitler mit dem Ausbleiben der 
letzten Mitosen und der Einschaltung sekundiarer Trichozyten erklart. Bei 
einer genaueren statistischhen Aufnahme wire allerdings die Tatsache zu 
beriicksichtigen, da auch in einem Teil der Atrichozyten eine Endomitose 
ablauft (vgl. S. 815). 

In der Regel schlieBt die endomitotische Wachstumsperiode unmittelbar 
an die mitotische an (oder fast unmittelbar: bei den Trichomen ist namlich 
eine kurze Periode des Wachstums auf der diploiden Stufe eingeschaltet — 
Tschermak-Woess u. Hasitschka 1953a, Deufel); es ver- 
laufen also mitotisches und endomitotisches Wachstum streng geitrennt. Bei 
manchen Pflanzen schieben sich aber hie und da noch einzelne Mitosen zwi- 
schen die ersten Endomitosen ein. Besonders bei Keimpflanzen scheint dies 
6fters vorzukommen. Vielleicht bringt die Keimung einen so starken 
Teilungsimpuls mit sich, daf sich dieser auch auf Zellen in der Endomitose- 
periode auswirkt. Diesem Umstand sind viele altere, hinsichtlich der Ur- 
sachen und der Tragweite nicht richtig gedeutete Beobachtungen von spon- 
tanen polyploiden Mitosen mit gepaarten Chromosomen zuzuschreiben 
(Literatur bei D'A mato 1952b und Geitler 1953 a). Man kann sie jetzt 
zusammen mit neueren Angaben von Berger und Witkus (1946, 1950, 1953), 
Witkus und Berger, Reitberger, Mechelke und Brabee als 
Belege fiir das Vorkommen von Endopolyploidie auswerten, kann aber aus 
ihnen nicht mit Sicherheit auf die héchsten Polyploidiegrade schlieBen; so 
findet z. B. Mechelke (1951) im Keimwurzelmeristem von Hordeum 
vulgare nur tetraploide spontane Mitosen, wahrend sich nach Wuchsstoff- 
behandlung im Dauergewebe auch oktoploide zeigen (Huskins 1947), 
und Analoges gilt fiir den SproR von Sinapis alba (Reitberger einer- 
seits und Tschermak-Woes u. Hasitschka, 1953 a, andererseits). 
Ziemlich regelmaBig (vgl. aber die negativen Angaben von Tschermak- 
Woess u. DoleZzal) — und auch bei herangewachsenen Pflan- 
zen — greifen Endomitoseperiode und letzter Abschnitt der Mitoseperiode 
ineinander in den Wurzeln von Spinacia oleracea und mehreren anderen 
Chenopodiaceen — miéglicherweise auch bei einigen anderen Arten —, die 
Autoren geben zum Teil den Entwicklungszustand und die Haufigkeit der 
spontanen polyploiden Mitosen nicht an (ausfiihrliche Literaturangaben bei 
D’A mato 1952b). — Wahrend sich in Trichomen im allgemeinen nur 
sehr selten Mitosen in die Polyploidisierungsphase einschieben, lauft in den 
Haarinitialen von Tropaeolum regel|maf&ig zuniachst eine Endomitose 
ab und erst nachtraglich folgen einige tetraploide Mitosen (Tscherma k- 
Woess u. Hasitschka 1954), 

Wie schon aus dem Vorstehenden hervorgeht, kann man in bezug auf 
die Zone, in der sich die e. P. vollzieht, nicht einen rein formalen Stand- 
punkt einnehmen, sondern muf die Entwicklungsgeschichte heranziehen. 
Stellt man bei dem Begriff Meristem die Fahigkeit zur Zellteilung in den 
Vordergrund, so kann man im allgemeinen nicht von einer Endomitosetitig- 
keit in Bildungsgeweben sprechen; legt man dagegen mehr Gewicht auf die 
Vermehrung der plasmatischen Substanz, so fiigt sich auch die Endomitose- 
periode als letzter Abschnitt in die Periode des meristematischen Wachs- 
tums ein. Das erscheint besonders im Hinblick auf solche Fille sinnvoller, 
in denen bestimmte Zellen, wie die GefaRinitialen vieler Pflanzen oder die 
Trichozyten der Helobiae (vgl. oben), schon sehr nahe von der Spitze in die 
Endomitoseperiode eintreten. Andererseits setzt wahrend der Endomitose- 
tatigkeit meistens schon eine leichte Zellstreckung, die Verdickung der Mem- 





Karyologische Pflanzenanatomie 825 


bran und zuletzt auch die Vakuolenbildung ein (dies gilt in erster Linie fiir 
die Wurzel, der SproB ist noch weniger untersucht). — Besonders bei man- 
chen Trichomen schreitet die Differenzierung wahrend der Endomitose- 
periode schon weit fort (Tschermak-Woess u. Hasitschka 1954). 
— Mit dem Eintritt in das Dauergewebe geht unter kraftiger Zellstreckung 
die Fahigkeit zu weiterer e. P. verloren. 

Wihrend in der weitaus iiberwiegenden Zahl von postendomitotischen 
und weiterhin nachfolgenden Mitosen (nach Verwundung und Wuchsstoff- 
behandlung laufen meist mehrere Teilungen in einer Mutterzelle ab) Chro- 
mosomenzahlen entsprechend der Serie 2n, 4n, 8n usw. zu beobachten sind, 
finden sich ganz vereinzelt in den Dauergeweben auch Abweichungen, nam- 
lich euploide, nicht der Verdoppelungsreihe angehérende (also z. B. 3 n, 5 n) 
und aneuploide Zahlen (Winkler, Lauber, Tschermak-Woess 
u. Dolezal, Fenzl u. Tschermak-Woess; vgl. auch Huskins 
sowie Huskins u. Steinitz 1948 b, allerdings fehlen hier klare Belege): 
ob auch Viveiros Angabe iiber eine triploide Mitose in einer Wurzel- 
spitze von Poellnitzia hier anzufiihren wire, ist fraglich 18. Ausreichende 
Anhaltspunkte fiir die Hypothese von Huskins, daf ein Ausgangs- 
chromosom sich endomitotisch beispielsweise in drei oder fiinf statt in zwei 
Tochterchromosomen zerlegen kénne, und fiir die von Viveiros dar- 
gelegte Annahme eines asynchronen Endomitoseverlaufes, also Ausbleiben 
der Verdoppelung bei einzelnen Chromosomen, bestehen nicht. Das gleiche 
gilt auch fiir die Hypothese von Wulff (1954), wonach das Auftreten 
pentaploider Chromosomenzahlen in somatischen und meiotischen Teilun- 
gen in einer von 57 Knospen des Sektionsbastards Rosa ruga auf eine 
zweimalige ,partielle Endomitose* = endomitotische Vermehrung nur eines 
Genoms zuriickgehen soll 19. 

Viel wahrscheinlicher ist es, da die Zahlenabweichungen mit der e. P. 
gar nichts zu tun haben, sondern daf ihnen Mitosestérungen, und 
zwar Stérungen des Spindelmechanismus, schon im Meristem zugrunde 
liegen. Auch Anomalien wahrend spontaner polyploider Mitosen im Dauer- 
gewebe oder beim Eintritt in dieses kénnte man zur Erklarung heranziehen. 
DaB solche vorkommen, beweisen Befunde von Berger und Witkus 
(1946), und von verschiedenartigen St6rungen (Chromosomenbriichen, soma- 
tischen Chiasmata, Anaphasebriicken, mehrpoligen Spindeln und ungleich- 
maRiger Anaphasebewegung) in induzierten Mitosen berichten D’A mato 
und Avanzi, Levan und Lotfy. Coleman, DAmato (1950, 
1952a), Avanzi, Therman, Tschermak-Woess und DoleZal, 
Fenzl und Tschermak- Woess. Keineswegs bilden aber — entgegen 


18 Es wird namlich iiber ihre Lage, d. h. ob sie sich in den jiingsten oder in 
ailteren Teilen des Meristems fand, nichts ausgesagt und es 1aBt sich daher nicht ent- 
scheiden, ob ihr iiberhaupt schon Endomitosen vorangegangen sein kénnen. Die im 
gleichen Abschnitt besprochenen tetraploiden Mitosen von Haworthia tesselata ent- 
stammen jedenfalls allem Anschein nach einer einheitlich tetraploiden Chimire, 
wie sie bei Crepis (wo Endopolyploidie fehlt) und bei vielen anderen Pflanzen 
schon seit langem bekannt sind. 

19 Auch fiir tierische Gewebe wird Asynchronie der Endomitose, z. B. von 
Barigozzi und Schultz (1952), behauptet, doch sind noch genauere Unter- 
suchungen abzuwarten (Literaturzitate und ausfiihrliche Besprechung der Resultate 
von Barigozzi bei Geitler 1953a). 
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der Darstellung von Le van (1951) — Mitoseanomalien in postendomitoti- 
schen Mitosen die Regel (vgl. Holzer). 

GréRte Vorsicht ist auch geboten bei Beurteilung der karyologischen Ver- 
haltnisse in den Gewebewucherungen pflanzlicher (und ebenso tierischer) 
Tumoren. Das zeigt sich bei der ,,cancroidea*-Mutante von Antirrhinum, 
die durch Gewebeentartungen gekennzeichnet ist. In diesen treten zunichst 
~unvollstandig durchgefiihrte Kern- und Zellteilungen* auf (Stein 1942) 
und spiater auch Mitosen mit itibermaRig kontrahierten Chromosomen, die 
in Gruppen von je zwei oder vier beisammen liegen, was die Autorin als 
Anzeichen vorhergegangener Endomitosen ansieht. In Wirklichkeit liegen 
aber offensichtlich ganz ahnliche Verhaltnisse wie im Antherentapetum von 
Antirrhinum und vielen anderen Pflanzen vor, in dem ebenfalls iibermafig 
kontrahierte Chromosomen haufig sind und alle Uberginge zwischen Mito- 
sen bestehen, die waihrend der Anaphase, der Metaphase oder der Prophase 
abgebrochen werden, wobei in den beiden letzteren Fallen die Tochter- 
chromosomen sich nicht voneinander lésen oder nur eben auseinanderfallen 
(vgl. das oben Gesagte und Mechelke 1952, S. 293, der ausdriicklich auf 
eine weitgehende Ubereinstimmung zwischen Tapetum und _ cancroidea- 
Tumoren hinweist). Das heift also, die von Stein beobachtete Gruppie- 
rung der Chromosomen ist eine Folge der ausgebliebenen Trennung in einer 
vorhergehenden gehemmten Mitose. Ob daneben auch echte Endo- 
mitosen vorkommen, lat sich nicht sicher entscheiden, weil diese im Form- 
wechsel den friihesten mitotischen Prophasen vollig gleichen; doch ist die 
Annahme unwahrscheinlich, weil Mitose- und Endomitosetatigkeit sich ge- 
wohnlich ausschlieRen 2°, 


4. Allgemeines 


Wie der bisher gebrachte Uberblick iiber die Endopolyploidie verschie- 
dener Gewebe zeigt, steht die karyologische Anatomie noch mitten in einer 
Phase der Registrierung, die zwar in gewisser Hinsicht unbefriedigend, aber 
als Voraussetzung unbedingt und in noch weiterem Rahmen als bisher n6tig 
ist, ehe eine Klarung der kausalen Zusammenhange versucht werden kann. 
Vorderhand zeichnen sich Beziehungen einerseits zur Systematik, anderer- 
seits zur Physiologie ab. Erstere insofern, als meist alle untersuchten Arten 
einer Familie oder einer kleineren systematischen Einheit sich in gewissem 
MaB gleich verhalten, letztere dadurch, daft fleischige, reservestoff-, schleim- 
oder wasserreiche Organe oder Gewebe sowie Zellen mit hohem Stoffumsatz 
haufig — aber nicht immer! — hoch polyploid sind. Doch erreichen auch 
Zellen, die offenbar keine besondere physiologische Rolle spielen, wie bei- 
spielsweise die im friihzeitig absterbenden Markparenchym von Geranium 
phaeum, hohe Polyploidiestufen. In Fiatlen wie in dem letzteren gewinnt 
man den Eindruck, daB die e. P. allein mit dem besonders starken Zell- 


20 Dem der Sache fernerstehenden Leser mag es miifig erscheinen, dariiber zu 
diskutieren. ob prophasisch gehemmte Mitosen oder den friihesten Prophasen glei- 
chende Endomitosen vorliegen. Doch stellt die Angiospermenendomitose einen mor- 
phologisch gut faBbaren, streng geregelten Vorgang dar, waihrend die gehemmten 
Mitosen deutlich einen in gewissem Sinn zufalligen und abnormen Charakter tra- 
gen. Aus Griinden der vergleichend-morphologischen Betrachtung, die die Grund- 
lage jeder gesicherten biologischen Einsicht itiberhaupt abgibt. ist es also nicht 
nebensachlich. wie die Begriffe gefaRt werden. 
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wachstum zusammenhingt; allerdings gibt es auch Beispiele fiir ein sehr 
intensives Zellwachstum ohne Beteiligung von Endopolyploidie (etwa die 
einzelligen Trichome an den Blattern von Pulmonaria stiriaca — T sche r- 
mak-Woess u. Hasitschka 1954). Hier miiRten weitere Unter- 
suchungen einsetzen, die die ZellgréRe und vor allem die Plasmamenge er- 
fassen. Auch muf man nach den Erfahrungen mit der Wanze Arvelius (vgl. 
». 800) eine Beziehung zwischen der ZellgréRe und der durch extrachromo- 
somale Proteine bedingten KerngréRe in Betracht ziehen (Schrader u. 
Leuchtenberger). 

Ein Gebiet, auf dem bei weiterem Ausbau interessante Resultate zu er- 
warten wiren, ist das derex perimentellen Beeinflussung der 
Endopolyploidie. Als Ansiatze hiezu kénnen die Ergebnisse von v. Witsch 
und Fliige!l an Kalanchoé (Sukkulenz- und Endopolyploidiesteigerung 
durch Kurztagsbehandlung — vgl. S. 809) und von Bradley und Crane 
an der Aprikose (Polyploidieerhéhung durch Wuchsstoffbehandlung) dienen. 
Vielleicht waren die Ergebnisse in Form einer Arbeitshypothese folgender- 
maRen auf einen Nenner zu bringen. Wie auf S. 807 ausfiihrlich besprochen, 
nehmen Bradley und Crane an, daf unter natiirlichen und experimen- 
tellen Bedingungen der Wuchsstoffgehalt fiir das Auftreten von Mitosen 
bzw. Endomitosen mafgebend ist: bei héherer Wuchsstoffkonzentration, 
wie sie in den jiingeren Teilen der Meristeme gewohnlich besteht, laufen 
Mitosen, bei geringerer in alteren Abschnitten nur mehr Endomitosen ab. 
Damit wire es vereinbar, daf bei Kurztagspflanzen von Kalanchoé die 
Endomitosetitigkeit gesteigert ist (die Wuchsstoffproduktion ist bekannt- 
lich bei Langtagspflanzen hoch, bei Kurztagspflanzen gering). Nicht so leicht 
fiigt sich allerdings die folgende Erscheinung ein: schon die Kurztags- 
behandlung eines einzigen Blattes wirkt bei Kalanchoé auf oberhalb be- 
findliche, dem Langtag ausgesetzte jiingere Blatter sukkulenzférdernd und 
damit héchstwahrscheinlich, wenn es in diesem speziellen Fall auch nicht 
eigens untersucht ist, Endopolyploidie férdernd. Harder (zuletzt 1953) 
erklart dies mit der Bildung und Weitergabe eines gestaltbeeinflussenden 
Stoffes (Metaplasin) und halt es fiir méglich, da dieser eine Beziehung zu 
den Wudchsstoffen besitzt. Schreibt man dem Metaplasin wuchsstoffantagoni- 
stische Wirkungen zu, so ware die Arbeitshypothese so zu formulieren, daft 
in den Abschnitten, die im Langtag sind, zwar relativ viel Wuchsstoff pro- 
duziert. ein Teil aber durch das zugeleitete Metaplasin inaktiviert wird, 
wodurch der Wuchsstoffspiegel auf das Maf sinkt, bei dem von einem be- 
stimmten relativ friihen Entwicklungszustand an nur Endomitosen und 
keine Mitosen mehr ablaufen. 

In Abhiangigkeit von auReren und inneren Faktoren besteht jedenfalls 
bei Pflanzen, bei denen Endopolyploidie vorkommt, ein ganz bestimmtes, 
fiir jedes Gewebe kennzeichnendes Muster in der Zusammensetzung und 
in der Verteilung der endopolyploiden Zellen. Abgesehen von dem Fall von 
Kalanchoé und Prunus armeniaca ist aber sehr wenig dariiber bekannt. 
welche Abwandlungen dieses Muster genotypisch und modifikativ erfahren 
kann. Nur D’A mato 1952a) gibt an, daft bei Bellevallia romana dicke Wur- 
zeln relativ mehr endopolyploide Zellen, namlich durchschnittlich 98%, im 
Rindenparenchym enthalten als diinne mit 61%: er erwahnt allerdings 
nicht, ob auch die Zahl der Zellschichten bei gréRerem Wurzeldurchmesser 
gesteigert ist, wie Verfasserin meinen wiirde. AuRerdem scheint es nach 
stichprobenartigen Untersuchungen an zwei Urtica-Arten, als ob die Endo- 
mitosetitigkeit bei Absinken der Temperatur friiher eingestellt wiirde als 
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die Mitosetatigkeit (Tschermak-Woess u. Hasitschka 1953 a). 
Von grofem allgemeinem Interesse wire es ferner, gesunde und krankhaft 
veranderte, z. B. virusinfizierte Gewebe zu vergleichen. 

Daf die Endopolyploidie ein wichtiger Faktor der Dif ferenzie- 
rung ist, unterliegt keinem Zweifel. Sicher sind die Zusammenhinge aber 
sehr komplex und keineswegs kann man die Polyploidisierungsvorgange 
als autonome Leistung des Kernes und als die Grundlage der Differenzie- 
rung ansehen. Diese bedient sich, wie schon im einzelnen dargelegt, des 
Wachstums unter mitotischer Zellvermehrung, des endomitotischen Wachs- 
tums und beider zusammen. Die Vermehrung einzelner Chromosomen oder 
gar einzelner Gene zur Erklarung der Differenzierung heranzuziehen, wie 
Huskins, Schultz (1941, 1952), ihm folgend auch Subramaniam 
und Royan und in ganz extremer Form Therman es tun, entbehrt 
vorderhand der realen Grundlagen. Gemafi einer Arbeitshypothese von 
Huskins sollen die Gene und Chromosomen in allen aktiv lebenden 
Zellen sich kontinuierlich reproduzieren, was die Voraussetzung fiir ihr 
Weiterbestehen bildet. Dies fiihrt bei Einstellung der Kernteilung zur 
Endopolyploidie und zur Differenzierung. Es fragt sich, was man unter 
.aktiv lebenden* Zellen versteht. Meint man damit solche, in denen noch 
Plasmawachstum vor sich geht, dann aft sich die Arbeitshypothese halten 
und einfach so formulieren, da die Chromosomenvermehrung anhalt, so- 
lange Plasmawachstum erfolgt; je nachdem, ob die Spindeltatigkeit Schritt 
halt oder nicht, fehlt oder resultiert Endopolyploidie. In dieser Form wire 
die Hypothese auch gut mit den Vorstellungen von der Kernplasmarelation 
vereinbar und entspricht sie unseren und Deufels (1954) allerdings noch 
nicht geniigend unterbauten Erfahrungen (vgl. hiezu auch S. 824). Fiir das 
Differenzierungsproblem ist damit allerdings nicht viel gewonnen. 

Im Zusammenhang mit der Frage nach den Ursachen und der Wirkung 
der e. P. fiihrt D’A mato (1952b) die Beobachtung von Gentschef f 
und Gustafsson an, daf in Samlingswurzeln des Spinats tetraploide 
Zellen mit gepaarten Chromosomen kleiner sind als tetraploide Zellen mit 
ungepaarten. Daraus lassen sich jedoch keine sicheren Schliisse ziehen, denn 
die Zellen mit ungepaarten Chromosomen liegen, wie Berger eindeutig 
feststellte, in der Regel weiter entfernt von der Spitze. und ihr gréReres 
Volumen kann daher blo® auf eine erhéhte Vakuolisation ohne Zunahme 
des cytoplasmatischen Materials zuriickzufiihren sein, was ja fiir die diploid 
bleibenden Zellen dieser Region sicher zutrifft. Bei einer eingehenderen Be- 
handlung dieses Problems miif&te man also zwischen ZellvergréBerung durch 
Vakuolisierung (die auch in verschiedenen Zellschichten in verschiedener 
Distanz von der Spitze einsetzt) und Plasmawachstum unterscheiden und 
miiBte man vor allem letzteres in Beziehung zur endomitotischen Chromo- 
somenvermehrung setzen. 

Dafiir, daB die Steuerung der endomitotischen Vorginge vom Cyto- 
plasma ausgeht oder iiber das Cytoplasma am Kern angreift, diirfte fol- 
gendes sprechen. Bei vielen Pflanzen, so auch den Helobiae, beginnt die 
Bildung der Wurzelhaarinitialen mit einer differentiellen Teilung, bei der 
eine kleinere Zelle mit dichterem Cytoplasma von einer gréReren mit 
schwacher farbbarem Protoplasten abgetrennt wird. Nur in der zuniachst 
kleineren Zelle kommt es bei den Helobiae zum Ablauf mehrerer Endo- 
mitosezyklen; in den Schwesterzellen vollziehen sich im wesentlichen nur 
Mitosen (Tschermak-Woess u. Hasitschka 1953a). Das weitere 
Schicksal zweier Schwesterkerne hangt also ahnlich wie in anderen Fallen 
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(erste Pollenmitose!) davon ab, in welches cytoplasmatische Milieu sie ge- 
raten (vgl. hier Biinning, S. 190 ff.). 

Zur entgegengesetzten Auffassung, naimlich eines Primates des Zell- 
kernes, kommen Bradley und Crane: da in wuchsstoffbehandelten 
Friichten bei Polyploidieerhéhung das Zellwachstum hinter dem Kernwachs- 
tum zuriickbieibt, meinen sie, da zuerst Chromosomenvermehrung und 
dann ZellvergréRerung erfolgen miisse. Es fragt sich: aber2!, ob dieser 
Unterschied im Zell- und Kernwachstum sich in der weiteren Entwicklung 
ausgleicht oder ob nicht ganz allgemein der VergréRerungsfaktor der Kerne 
und Zellen mit steigender Polyploidie sinkt, und zwar bei den Zellen in 
anderem Maft als bei den Kernen. Fiir die Ruhekerne der Poly- 
ploidisierungsphase konnten Tschermak-Woess und Hasitschka 
(1953a) bei mehreren Pflanzen eine Abnahme des Vergréferungsfaktors 
mit zunehmender Polyploidie feststellen, und bei den Trichomen zweier 
Urtica-Arten zeigte es sich, da bei niedrigeren Temperaturen nur niedrige 
Polyploidiegrade erreicht wurden, die Zellvolumina sich dagegen nicht 
wesentlich veranderten (Tschermak-Woess u. Hasitschka 1954). 

Es laé&t sich also vorderhand nicht sicher erkennen, ob die Endopoly- 
ploidisierung vom Kern oder vom Cytoplasma ausgeht oder ob die richtige 
Deutung, wie so haufig, in der Mitte liegt und Kern- und Zellwachstum 
Hand in Hand vor sich gehen?. Fiir eine gegenseitige Beeinflussung 
sprechen sich in letzter Zeit Schultz (1952) sowie Brachet (zitiert 
nach Schultz) aus 23. 

Abschliefend kann man folgendes sagen. Es sind zwar noch verschiedene, 
z. T. bereits angedeutete Probleme offen. So weif man nicht, welche Be- 
deutung den wiederholt beobachteten ontogenetischen Schwankungen des 
Chromosomenvolumens bei gleichem und verschiedenem Polyploidiegrad 
zukommt (einige Literaturhinweise auf S. 803, weitere bei Geitler 1953 a, 
S. 60); ferner sind die Faktoren, die das Kernvolumen bei gleicher Poly- 
ploidiestufe in verschiedenen Geweben, Gewebeschichten und Zellen ver- 
andernd beeinflussen, zum Grofteil unbekannt; sicher spielt die Ver- 
mehrung extrachromosomaler Proteine oft eine ausschlaggebende Rolle, 
hiezu kommt wahrscheinlich noch das Chromosomenvolumen und vielleicht 
auch ein verschiedener Wassergehalt (siehe S. 800 und ausfiihrlicher bei 
Geitler 1941, 1948, 1953.a). SchlieBlich wire besonders den zell- und 
gewebespezifischen Unterschieden der Kernstruktur sowie funktionell be- 


21 Unter der Voraussetzung, da® man die Messungsmethode als verlaflich be- 
trachtet (vgl. S. 803). 

22 Uber die Méglichkeit von Verschiebungen im Enzymhaushalt mit zunehmen- 
der Endopolyploidie vgl. Schultz 1952, S. 35. 

23 Auch fiir das Wachstum wahrend der mitotischen Interphase ist diese Frage 
noch nicht endgiiliig geklart, obwohl man sich wiederholt mit ihr befaft und be- 
kanntlich die Theorie aufgestellt hat, da® sich infolge rascherer VergréRerung der 
Zelle eine ,Spannung“ zwischen Kern und Cytoplasma ergibt, die zur Kernteilung 
fiihrt (R. Hertwig 1903). Eine ausfiihrliche Erérterung des Problems und eine 
ganz andere Hypothese bringt Hartmann, S. 406 ff.; er beweist die Unabhangig- 
keit und sehr verschiedene Beeinflu@barkeit von Wachstum und Teilung; seiner 
Meinung nach ist die Zelle stets zur Teilung befahigt, sie wird nur durch verschie- 
dene Faktoren, u. a. durch das Wachstum, an der Durchfiihrung der Teilung ge- 
hindert. 
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dingten Unterschieden, die bisher von den meisten Autoren nur nebenbei 
behandelt wurden, mehr Beachtung zu widmen (z. B. Grafl 1940, 
Geitler 1948/50, Jakowska 1949a, Tschermak-Woess  u. 
Hasitschka 1954). 

Immerhin Kann aber die karyologische Anatomie schon ein gut fun- 
diertes Bild vom Aufbau vieler Angiospermen in bezug auf die Pol y- 
ploidieverhaltnisse geben. Es ware daher an der Zeit, da auch 
andere Forschungsrichtungen ihre Resultate iiber Endopolyploidie beriick- 
sichtigen. Dies gilt insbesondere fiir diejenigen Zweige, die die Zelle zum 
Gegenstand haben, da sie bei ihren Versuchen mit ungleichwertigem Zell- 


material im gleichen Gewebe und sogar innerhalb der gleichen Gewebe- 
schichte rechnen miissen. 
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